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Uber den Mechanismus der Eiseneinfiihrung in Porphyrine 
und Isolierung von krystallisierten Haimen.’) 


Von 


H. Fischer, Alfred Treibs und Kar] Zeile. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Dezember 1930.) 


Die Konstitution des Hiimins ist durch die Synthese ein- 
deutig erhirtet; es ist die FeCl-Verbindung des 1,3,5,8-Tetra- 
methyl-2,4-divinyl-6, 7-dipropionsiure-porphins. Hiernach ist das 
Eisen im Hamin in dreiwertiger Form vorhanden und die Ver- 
suche zahlreicher Autoren sprechen durchaus in diesem Sinne. 
AuBer Himin existieren viele Kisenkomplexsalze von analogem 
Bau, alle enthalten die komplex gebundene Gruppe FeCl; in 
wenig Ausnahmefallen tritt intramolekulare Salzbildung mit einer 
freien Carboxylgruppe ein.?) Dieses Verhalten muB noch einem 
eingehenden Studium unterworfen werden, aber  jedenfalls 
sprechen alle Beobachtungen dafiir, dafb in den Hiaminen 
das Hisen in dreiwertigem Zustand *) enthalten ist. Die Gruppe 
FeCl substituiert die NH-Gruppen zweier Pyrrolkerne. Von den 
Argumenten der Beweisfiihrung erinnern wir nur an die Tatsache 
der Uberfiithrung des Hiamins in Hiimochromogen, wobei auber 
der charakteristischen Spektralverschiebung in der Stabilitit der 
Kisenbindung ein prinzipieller Wechsel eintritt insofern, als aus 
Haimochromogen das Eisen viel leichter abspaltbar ist. Im Hiimo- 
chromogen sind allerdings stets stickstoffhaltige Bestandteile, wie 


1) Zur Kenntnis der Porphyrine XXVII. Mittlg. XXVI. Mittlg. vgl. 
diese Z. 191, 251 (1930); vgl. auch XXXV. Mittlg. iiber Porphyrinsynthesen, 
diese Z. 193, 138 (1930). 

*) H. Fischer ua. E.Jordan, Diese Z. 191, 35 (1930); H. Fischer u. 
Andersag, A. 458, 143 (1927). 

®) Conant, J. of biol. Chem. 57, 54 (1923); Hanrowitz, Diese Z. 164, 
255 (1927). 
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z. B. Pyridin, Hydrazin, Nikotin usw. enthalten, die eine gewisse 
Stabilisierung des Molekiils bedingen, wihrend der dem Himo- 
chromogen zugrundeliegende Komplex noch nicht der experimen- 
tellen Bearbeitung zugiinglich gewesen ist. 

Gegen die Auffassung der Dreiwertigkeit des Eisens im 
Himin spricht allein die Methode der Kiseneinfiihrung. Es ge- 
lingt in Porphyrine in der Regel mit Hilfe von zweiwertigem 
Eisen die Einfiihrung dieses Metalles besser und trotz vieler Ar- 
beiten ist die Ursache hierfiir noch nicht aufgeklirt. 

Bei der Einfiihrung mit Hilfe von Kisenoxydul kann natiir- 
lich immer der Kinwand gemacht werden, daB durch sekundire 
Luftoxydation hier dreiwertiges Eisen erzeugt wird. 

Indessen gelingt die Kinfiihrung von Eisen” auch in Meso- 
porphyrin im Stickstoffstrom, also unter AusschluB von Luft.’) 
Haurowitz hat dann neuerdings wieder diese Versuche auf- 
genommen und gezeigt, daB die EKinfiihrung des Eisens auch bei 
Gegenwart starker Reduktionsmittel durchfiihrbar ist, daB aber 
die Kinfiihrung von Ferrichlorid nur in Gegenwart von Reduktions- 
mitteln zu gelingen scheine und er diskutierte demgemiB die 
Méglichkeit von zweiwertigem Eisen im Hiimin.’) Die Einfiihrung 
von dreiwertigem Kisen soll sich in Kisessig nur deshalb voll- 
ziehen, weil dieser, wie Hopkins zuerst gezeigt hat, stets redu- 
zierende Wirkung bei Gegenwart von LHisensalzen ausiibt.*) Er 
belegte diese Anschauung durch Verwendung anderer organischer 
Siiuren, wie Butter- oder Valeriansiure als Lésungsmittel. Hauro- 
witz fand unter diesen Bedingungen mit Ferrochlorid glatte Um- 
wandlung von Porphyrin in Himin. Mit Ferrichlorid verlief der 
Versuch negativ. Letztere Angabe ist irrtiimlich. Wir fanden in 
Buttersiiure glatte Einfiihrungsméglichkeit von Fe” bei Atio- 
porphyrin und Mesoporphyrinester. Wenn bei der Einfihrung von 
dreiwertigem Eisen mit Hilfe von Eisessig die ,,reduzierende* Wir- 
kung des Kisessigs verantwortlich gemacht werden sollte, so wire 
zu erwarten, daB bei Kinfiihrung von Fe in ein Porphyrin mit 
Hilfe von Kisessig in letzterem Glyoxylsiure, Bernsteinsiure oder 
dergleichen nachweisbar wiire; das ist jedoch nicht der Fall, wie 
in Versuchen mit Protoporphyrin eindeutig nachgewiesen werden 


konnte. 


') H. Fischer u. Schaumann, Diese Z. 128, 238 (1928). 
2) Diese Z. 169, 99 (1927); vgl. auch Richter, Diese Z. 190, 42 (1930). 
*) Hopkins u. Cole, Proc. of the Royal Society 68, 21 (1901). 
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Es handelt sich nun vor allen Dingen darum, das Verhalten 
der Ferrosalze gegeniiber den Porphyrinen aufzuklaren. Schon 
Haurowitz hat unter anderem die Méglichkeit diskutiert, dab 
aus Fe” und Porphyrin intermediiir eine Fe'- Verbindung ent- 
stehe, die dann in Hamin iibergehe, indem sie das Lésungsmittel 
zu einem Produkt unbekannter Konstitution reduziere. Wenn 
diese Anschauung richtig wire, so miiBte also zuniichst eine Ver- 
bindung folgender Konstitution entstehen, 


2 a +2HCl >» 2. *S rect +H, 

SN >N 

die einem Metall vergleichbar mit Siure unter Wasserstoffent- 
wicklung reagiert. Dieser Wasserstoff miiBte dann experimentell 
auffindbar sein. Alle Versuche, ihn zu fassen, sind miBlungen; 
nicht eine Spur Wasserstoff ist nachweisbar. Nun kann und mub 
natiirlich der Einwand gemacht werden, daf der Nachweis des 
Wasserstoffs schwer erbringbar ist, weil Porphyrine an sich leicht 
Wasserstoff aufnehmen. Wir haben deshalb die Eiseneinfiihrung 
beim Protoporphyrin in Stickstoff-Atmosphiire auf das genaueste 
studiert. Wenn bei der Eiseneinfiihrung hier Wasserstoff in Frei- 
heit gesetzt wird, so wiirde dieser aller Wahrscheinlichkeit nach 
vom Protoporphyrin an den ungesittigten Seitenketten fixiert 
werden und in diesem Fall miiBte Mesoporphyrin entstehen. Der 
Versuch zeigte nun, daB das spektroskopisch sehr leicht nach- 
weisbare Mesoporphyrin nicht entsteht. Dagegen trat, entsprechend 
der angewandten Methodik, Umwandlung zu Haimatoporphyrin ein. 


Wenn man nun Mesoporphyrin oder seinen Ester in Kisessig 
in absolut sauerstofffreiem Stickstoff mit Hilfe von Fe” (Niheres 
im experimentellen Teil), in Kisenkomplexsalz iiberfiihrt, so tritt 
innerhalb kurzer Zeit auBer Farbenumschlag der charakteristische 
Rotstreifen des Himins auf. 

Die Versuche wurden in der auf 8.10 beschriebenen Appa- 
ratur durchgefiihrt. Die Eiseneinfiihrung in Porphyrin und die 
Spaltung des Komplexes durch Salzsiiure wird zweckmiéBig im 
Zweischenkelrohr (S. 16), das ein Arbeiten unter Ausschlub 
von Sauerstoff und Abschmelzen gestattet, demonstriert. Im 
linken Teil des GefaiBes befindet sich Ferrosalz in einer schwach 
salzsauren Porphyrinlésung und es tritt hier auch bei noch so 
langem Stehen keine Komplexsalzbildung ein. Sowie man je- 


doch durch Erhitzen die Salzsiiure in den zweiten Schenkel ab- 
1* 
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destilliert, so beobachtet man, wenn etwa 1 ccm iibergegangen 
ist, schlagartig die Bildung des Komplexsalzes, die durch Zuriick- 
kippen der abdestillierten Salzsiure innerhalb kirzester Zeit 
in der Hitze wieder aufgehoben werden kann. Der Versuch 
ist so lange umkehrbar, bis durch Nebenreaktionen die Oxydation 
des Ferrosalzes zu Ferrisalz eingetreten ist, denn mit Ferrisalz 
gelingt es niemals diesen Umkehrversuch durchzufiihren. Die 
Vorginge lassen sich wie folgt formulieren: 


SNH SNL 
+ FeCl, => Fe + 2HCl. 
>NH >N% 


Notwendig ist bei diesem Versuch, bei dem die theoretische EKisen- 
menge annihernd Verwendung findet, die vollkommene Abwesen- 
heit von Sauerstoff. Sowie noch Sauerstoff vorhanden ist, gelingt 
der Versuch nicht mehr, wohl aber, wenn ein UberschuB von Fe™ 
anwesend ist. Dann bewirkt der Uberschu8 des Ferrosalzes die 
Reduktion zum zweiwertigen Komplex, und die Enteisenung gelingt 
dann glatt. 


NH SN, 
+FeCh ———> 2HCl+ "Fe 
>NH >N 
SN SN 
2” Fe +2HCl+0 —> H,O+ 27 FeCl 
NZ NZ 
>N SN 
FeCl + FeCl, ie «= * Fe + FeCl, 
>N >N 
>N >NH 
~ _ Fe + 2HCl > + FeCl, 
>N SNH 


In diesem Falle ist der Versuch auch bei Anwesenheit von wenig 
Sauerstoff beliebig oft wiederholbar und das Prinzip ist auch verwert- 
bar, um praktisch Protoporphyrin aus Himin zu gewinnen. Himin 
liBt sich mit Hilfe von Kisessig—Ferrosulfat—Salzsiure priparativ 
in Protoporphyrin iiberfiihren, wobei der Reaktionsmechanismus 
offensichtlich genau der gleiche ist wie eben beschrieben; primir 
bildet sich das Fe’-Komplexsalz, das durch die tberschiissige 
Siiure enteisent wird, genau so wie Kisen—Ameisensiure und ahn- 
liche Reduktionsmethoden denselben Effekt ausiiben, allerdings 
ist priiparativ noch immer das Verfahren mit Ameisensiure—Kisen 
das beste. 
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Auf Grund der bisherigen Resultate muBte dann das Komplex- 
salz mit zweiwertigem Eisen, das wir als ,,Him“!) bezeichnen, 
isolierbar sein. Dies ist in der Tat der Fall. Hime wurden bei 
Verwendung von Proto-, Atio-, Mesoporphyrin und dessen Kster 
in krystallisiertem Zustand abgeschieden und zur Analyse gebracht. 
In allen Fallen ergab sich Chlorfreiheit, auch bei Anwesenheit 
von Chlorionen, und die Analysenresultate lassen an dem Vorliegen 
der entsprechenden Hime keinen Zweifel. Bei Mesohiim stimmten 
die Analysen am besten. Sowie man die Hime in Pyridin eintriigt, 
entsteht intensivstes Himochromogenspektrum. Die Hime sind 
gegen Salzsiure unbestiindig, sie werden auBerordentlich leicht 
durch Salzsiiure gespalten. DaB das abgespaltene Eisen in zwei- 
wertigem Zustand vorliegt, wurde durch Turnbullblaubildung mit 
Kaliumferricyanidlésung nachgewiesen. Natiirlich sind sie auBer- 
ordentlich leicht oxydierbar zum dreiwertigen Komplex und zwar 
fordert die Anwesenheit von Chlorionen diesen ProzeB ungemein. 
Die Reihenfolge der Oxydierbarkeit ist: Atio- < Meso- < Proto- 
him, dieselbe Ditierenzierung miiBte bei der Bestimmung der 
Redoxpotentiale?) sich zeigen. Damit ist dann die Stabilisierung 
des Kisens erfolgt. Driickt man eine Probe der S. 15 niher 
beschriebenen Lésung in Pyridin, wird ein intensives Hiimo- 
chromogenspektrum erzeugt, das durch Vereinigung des Hiims 
mit dem Lésungsmittel bedingt ist. Ebenso kann man auch 
aus Hiimin allein durch Versetzen mit Kisessig—Ferroacetatlésung 
und Hineinkippen in Pyridin jederzeit ein intensives Hamochromogen- 
spektrum erzeugen. 

In sehr verdiinnter Lésung erhilt man stets, auch bei Verwendung von 
chemisch reinem Pyridin mit Hamin das Hiimochromogenspektrum (aber nicht 
in Kollidin oder Chinolin), das aber in seiner vollen Schirfe erst nach Zusatz 
eines Reduktionsmittels, vor allem Hydrazin, erscheint. Statt Hydrazin kénnen 
auch ebensogut andere Reduktionsmittel wie z. B. Cystein, Ferrosalz und 
andere verwendet werden. Aus diesem Grunde ist fiir die Zweiwertigkeit 
des Eisens in den Hiimen lediglich das schlagartig erscheinende Himo- 
chromogenspektrum beim Zusammenbringen der Krystallisation mit Pyridin 
beweisend. 


1) Wir bezeichnen dies mit ,,Hiim“, ein Name, der von Anson und 
Mirsky sowie von Keilin eingefiihrt wurde als Bezeichnung fiir den 
hypothetischen Zustand der Pyrrolkomponente C,,H,.N,O,Fe im Haimoglobin. 
Haimin wird als Hydrochlorid des Hims angesehen, besiiBe also die Formel 
C,,H,,N,0,FeCl [Journ. of General Physiology Bd. XII, Nr. 2, S. 273 (1928)!. 
Die Wortbildung scheint uns an sich geeignet; wir gebrauchen sie fiir den 
zweiwertigen Komplex. 

2) Vgl. Conant u. Tongberg, Journ. of Biol. Chem. 86, 733 (1930). 
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Wie erklirt sich nun die Eiseneinfiihrung mit Hilfe von drei- 
wertigem HKisen, die ja notorisch durchfiihrbar ist? Bei den positiven 
Versuchen ist ausschlaggebend die leichte Reduzierbarkeit des Ferri- 
salzes zum Ferrosalz. Sowie man Bedingungen anwendet, die die Re- 
duktion des Ferrisalzes verhindern, bleibt die Eiseneinfiihrung aus. 
So laBt sich beim Mesoporphyrinester und Anwendung von Ferri- 
chlorid-Na-acetat durch Einleiten von Sauerstoff die Komplexsalz- 
bildung fast voéllig verhindern; jedenfalls ist der Unterschied 
quantitativ bei Abwesenheit und Anwesenheit von Sauerstoff iiber- 
zeugend. Im abgeschlossenen System gelingt die Kiseneinfiihrung 
mit Hilfe von Ferrichlorid nicht, es mu zuerst das Ferrichlorid 
zur Ferrostufe reduziert werden, wobei Abspaltung von Chlor- 
wasserstoff erfolgt, der dann wiederum die Komplexsalzbildung 
verhindert, also zur Komplexbildung aus dem System entfernt 
werden mu8 durch Zusatz von Natriumacetat am zweckméBigsten, 
wie das ja schon lange praparativ beniitzt wird. Durch Neben- 
reaktionen wird die freie Salzsiure im geschlossenen System auch 
verbraucht, aber erst bei wesentlich héherer Temperatur. Ist 
Gelegenheit zur Abdestillation des Chlorwasserstoffs gegeben, so 
kann natiirlich auch, wie z. B. beim Buttersiure-Versuch (vgl. 
S. 12), glatt Komplexsalzbildung mit Ferrichlorid eintreten. 

Fiir Kiseneinfiihrung ist also zweiwertiges Eisen notwendig, 
und da der zweiwertige Komplex leichter als das Ferrosalz oxy- 
dierbar ist, so muB bereits ein Bruchteil von Ferrosalz geniigen, 
um die Komplexsalzbildung zu erreichen, weil das anwesende 
Ferrisalz sofort die Oxydation des gebildeten Ferrokomplexes 
iibernimmt und dadurch zur Ferrostufe sich reduziert, wodurch 
die Reaktion als Kettenreaktion fast mit der gleichen Geschwindig- 
keit abliiuft wie beim Ferrosalz. 


SNH >Ny 
+FeCl,+2NaQOCCH, —> 2NaCl+2HOOCCH,+” _ >Fe 
>N 


>NH 

N. U >N, Il 
; Fe + FeCl, > FeCl, + FeCl usw. 
SN >N 


Der Versuch bestiitigt die Uberlegung (vgl. 8.19). Hierdurch 
findet die empirische Feststellung ihre Erklirung, daB die Hisen- 
einfiihrung am besten geht mit Ferri-Ferrogemisch und daB De- 
hydrierungsprodukte der Lésungsmittel oder der Substanz nicht 
auftindbar sind, deren Bildung nur in Spuren méglich ist. 

So ist der Mechanismus der Eiseneinfiihrung in Porphyrine 
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eindeutig aufgeklirt. Immer entsteht zuerst das gegen Siiure- 
einwirkung unstabile Ferrokomplexsalz, das sekundiir zum Ferri- 
komplexsalz oxydiert wird, ein ProzeB, bei dem der Sauerstoff 
der Luft eine ausschlaggebende Rolle spielt neben der kata- 
lytischen Kigenschaft des Hiimins. Das ist auch der Grund, wes- 
halb die spektroskopische Untersuchung bis jetzt einwandfrei nur 
am Pulverspektrum') durchgefiihrt werden konnte. Das Pulver- 
spektrum des Mesoesterhims und des Atiohiims zeigen ein dem 
Mesoesterhimin dhnliches Spektrum, nur daB noch ein Streifen 
in Gelbgriin hinzukommt. Die Isolierung des zweiwertigen Kom- 
plexsalzes ”) , Him“ ist weiterhin geeiguet iiber die ,.aktiven* Wasser- 
stoffatome im Hamin Auskunft zu erteilen. Wir hatten bei der Zere- 
witinoff-Bestimmung 3 Mol Methan gefunden, 2 liefern die beiden 
Carboxylgruppen des Himins, die Rolle des dritten war nicht klar. 
Wir dachten an die Bildung von Chlormethyl; Kuhn glaubte 
dann bewiesen zu haben, daB das Chlor mit einem ,,aktiven“ 
H-Atom des Kisenkomplexes als Chlorwasserstoff austrete, der 
das dritte Molekiil Methan liefere. Bestiitigt schien diese An- 
schauung durch das Vorhandensein von nur zwei ,,aktiven“ H- 
Atomen im ,,analysenreinen“ (Dehydrochlorid)-Himin Kiisters, 
wobei allerdings Kuhn nicht niher angibt, ob das Dehydrochlorid- 
Himin krystallisiert war, kurzum, wodurch die Analysenreinheit 
bewiesen war. Nach unserer Auffassung spielt sich die gesamte 
Umwandlung bei der Eiseneinfiihrung des Hiimins nach Eintritt 
des Kisens am Metall ab, ohne daB der Komplex irgendeine Kon- 
stitutionsinderung erfaihrt. Das ,,Him“ miiBte nach der Auffassung 
Kuhns noch ein ,,aktives‘ H besitzen, denn es ist wohl aus- 
geschlossen, daB unter den Bedingungen, wie sich die Kinfiihrung 
des Fe” vollzieht, ein H-Atom aus dem Porphyrinkomplex (auBer 
aus den beiden NH-Gruppen) entfernt wird und hiernach miibte 
das Him bzw. die Hime bei der Reaktion nach Zerewitinoff 
denselben Gehalt an ,,aktivem“ Wasserstoff besitzen wie das ur- 
spriingliche Himin. Wir haben den Versuch wegen der leichteren 
Isolierung mit Mesohiminester durchgefiihrt, wobei also der Wert 

1) A. Treibs, A. 476, 9 (1929). 

2) Ob etwa eine zweite Hiim-Modifikation méglich ist, muB noch ein- 
gehend untersucht werden. LiBt man niimlich Ferroacetat auf eine stark 
verdiinnte essigsaure Porphyrinlésung bei Anwesenheit von Kochsalz ein- 
wirken, so tritt in der Hitze bald das Hiiminspektrum auf; beim Erkalten 


regeneriert sich das Porphyrinspektrum. Aus konzentrierter Lésung krystalli- 
siert Himin aus; mit der niheren Untersuchung dieser Verhiiltnisse sind 


wir beschiftigt. 
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des ,aktiven® Wasserstoffs nach Kuhns Auffassung den Wert 1 
ergeben mibte, nach unserer Auffassung den Wert Null. Das 
Experiment zeigte in der Tat nur 0,3 aktive Wasserstoffe. 

Die Zerewitinoffbestimmung stimmt also mit Kuhns Auf- 
fassung nicht iiberein. Es gab nun noch eine weitere Méglichkeit 
die Kuhnsche Auffassung zu widerlegen, vimlich die Bestimmung 
des ,,aktiven“ Wasserstoffs im Himatin. Himatin enthilt eine 
Hydroxylgruppe, die bei der Zerewitinoffbestimmung entweder 
1 Mol Methan liefern muB oder gar keines. Ist aber im Hiimin- 
komplex ein labiles H-Atom vorhanden, das mit dem Chlor der 
Gruppe FeCl als HCl austritt, so ist zu erwarten, daB auch im 
Himatin bei der Zerewitinof{bestimmung dann H,O austritt und 
also im ganzen 4 Mol Methan geliefert werden. Auch hier ent- 
schied das Experiment in unserem Sinne. Himatinester ergab 
1,2 aktive H-Atome. 

SchlieBlich erhebt sich noch die Frage, woher das von Kuhn 
eindeutig nachgewiesene lonogene Chlor bei der Zerewitinoft- 
bestimmung aus dem Hiimin entstand. Die Beantwortung dieser 
Frage ist nicht schwierig. Bei der Zerewitinoffreaktion wird durch 
das Grignard-Reagens das Himin zu Himochromogen reduziert; es 
bildet sich also die Molekiilverbindung zwischen ,,Him*“ und Pyri- 
din, die den Valenzwechsel des Komplexes voraussetzt. Der 
Wasserstoff zur HCl-Bildung wird der Grignardverbindung ent- 
zogen, und dab Grignardverbindungen reduzierend wirken kénnen, 
ist ja schon lange bekannt. In der Tat tritt auch bei der Zere- 
witinoff bestimmung der Himine sofort ein intensives Himochromo- 
genspektrum auf, das nach unseren Untersuchungen einzig und 
allein bedingt ist durch die Molekiilverbindung des Hims, des 
Himochromogens, die die Nebenvalenzkriifte des Haims teilweise 
zur Absiittigung bringt und bewirkt, dab im Himochromogen das 
Eisen erheblich stabiler ist als im Him. In der Tat wird ja 
Himochromogen erst durch 25°/,ige Salzsiure gespalten, wahrend 
Hiim gegen freie Mineralsiiure auBerordentlich empfindlich ist. 

Weiterhin war es von Interesse, krystallisiertes Himochromo- 
gen zu isolieren und zu analysieren, wie dies von Pregl’) und 
Zeyneck?*) vor langerer Zeit geschehen ist. Nach diesen Autoren 
kommen 2 Mol Pyridin auf ein Molekiil Himochromogen. Das 
Proto-Hiimochromogen, das von ihnen untersucht ist, ist nun sehr 
luftempfindlich und nur in komplizierter Apparatur isolierbar. 


1) Diese Z. 44, 173 (1905). 2) Diese Z. 70, 228 (1910). 
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Wesentlich giinstiger liegen die Verhiltnisse beim Meso-Kster; 
hier gelang die Isolierung des krystallisierten Hiamochromogens 
aus dem Him ohne allzu groBe Schwierigkeiten. Die Analyse 
ergab dieselbe Zusammensetzung wie bei obigen Autoren, beim 
Trocknen bei 55° entwich 1 Mol Pyridin, das zweite bei der Luft- 
oxydation zum Héamatin. 

Zum Schlu8 wire noch die Frage des Zustandes der Pyrrol- 
komponente im Blutfarbstoff zu erértern. Am wahrscheinlichsten 
erscheint uns das Vorhandensein des Hiims im Hiimoglobin. Himo- 
globin wire dann eine Molekiilverbindung zwischen Him und 
Globin; letzteres bedingt die Stabilisierung; durch Sauerstoff wird 
der Ubergang in Oxyhimoglobin bewirkt, wobei in noch un- 
bekannter Weise der Kintritt des Sauerstofts eine weitere Festigung 
des Gesamtsystems bewirken muB, denn im Oxyhimoglobin ist das 
Eisen ebenso stabil wie im Haimin gebunden. Im Methimoglobin 
dagegen muB in Ubereinstimmung mit friiheren Forschern Hiimatin 
angenommen werden mit Fe’, wodurch sich die groBe Stabilitiit des 
Methamoglobins gegeniiber Reduktionsmitteln wie Siiuren erkliirt. 

Auffallend ist das spektroskopische Verhalten des Himoglobins, 
das keine Beziehungen zum Hamochromogenspektrum besitzt, wie 
man bei obiger Hypothese einer Molekilverbindung aus Him 
und Globin erwarten sollte. Vielleicht hingt dies mit einem be- 
sonderen Verteilungszustand zusammen, wie ja auch reduziertes 
Himatin mit dem naturierten Globin Himochromogen gibt. 


Versuche (Zeile). 

Von den zahlreichen Versuchen werden nur die entschei- 
denden gebracht. Es hat langwieriger Vorversuche bedurft, bis 
diezuerst widerspruchsvollen Ergebnisse reproduzierbar waren und 
die nétige Ubung in der Handhabung der Apparatur erlangt war. 


Methode. 

Zu den Versuchen kam reinster Eisessig (Kahlbaum: Eis- 
essig zur Analyse), der, wenn noétig, durch nochmalige fraktionierte 
Destillation!) von Spuren an Glyoxylsiiure befreit worden war, 
zur Verwendung. Bei den Versuchen, die mit Ferroacetat durch- 
gefiihrt wurden, wurde modglichst sauerstofffreier Stickstoff ver- 
wendet, wie ihn Kautsky?’) darstellte. Die Apparatur konnte 
insofern vereinfacht werden, als es auf absolute Trockenheit nicht 


1) Hopkins u. Cole, Proc. Roy. Soc. 68, 21 (1901). 
*) Z. f. anorg. Chemie 152, 342 (1926); vgl. auch F. Hein, Z. physik. 
Chem. 151, 247 (1930). 
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ankommt, es wurde lediglich an die Hydrosulfit-Waschsiule eine 
Waschflasche mit alkalischer Bleilésung angeschlossen. Der so 
gereinigte Stickstoff hatte keinerlei reduzierende Wirkung, wie 
durch stundenlanges Durchleiten durch schwach gefirbte Kalium- 
permanganatlésung festgestellt wurde, er war trotz Verwendung 
eines dickwandigen Zuleitungsschlauches und Gummistépseln, die 
allerdings vorher nach Pregl mit Vaseline behandelt wurden, so 
sauerstofffrei, daB bei Leuchtbakterien, die wir der Freundlichkeit 
des Herrn Dr. Esenbeck vom pflanzenphysiologischen Institut 
Miinchen verdanken, im Dunkeln nicht das geringste Licht mehr 
zu sehen war, nach H. Kautsky und H. Thiele bzw. Beyerinck- 
Harvey die schirfste Reaktion auf Sauerstoffabwesenheit. 

Im Prinzip wurde immer mit der gleichen Versuchsanordnung 

gearbeitet: GefaiB 4 enthalt reinen kochsalzhaltigen Eisessig und 
Ferrum reductum; GefaB 2 kochsalz- 

| haltigen Kisessig, in dem das Porphy- 
|| rin, wenn mit gréBeren Mengen ge- 
ri, ~=—s arbeitet wurde, durch wenig Salz- 
4 siure in Lésung gebracht wurde; am 

| Ende ist ein kleines GefaB mit Sperr- 
| | | fliissigkeit (Wasser oder Quecksilber) 
| ~~ angebracht. Die GefaiBe tragen dicht- 
Hh} | schlieBende Gummistopfen, in deren 

iy i Bohrungen die (Glasréhren unter 
| | Vermeidung jeglicher Undichtigkeit 
(schwach glyceriniert) leicht verschieb- 
bar sind. In 4 wird durch Erhitzen 
| Eisen gelést, die Lésung in B wird 
‘| ebenfalls ausgekocht und das ganze 
J System mit Stickstoff griindlich ge- 
spilt. Nachdem sich in 4 das un- 
geliste Kisen vollig abgesetzt hat, wird 
die Ferroacetatlésung durch Heben des GefaiBes im Stickstofi- 
strom nach # gedriickt, wo sich die eigentliche Reaktion abspielt. 

Bei der Eiseneinfiihrung mit Ferroacetat tritt kein Wasser- 
stoff auf. 

1 g Pyrroporphyrin wurde in der oben beschriebenen Appa- 
ratur in Pyrrohimin ibergefiihrt. Das Porphyrin war in 20 ccm 
HCl—NaCl-haltigem Eisessig gelést, zugegeben wurden 80 ccm 
Ferroacetatlisung. Am Ende der Apparatur war eine Gasbiirette 


angeschlossen, die mit KOH 1:1 gefillt war. 











Fig. 1. 
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In diesem speziellen Fall wurde statt Stickstoff Kohlensiiure 
angewandt, die in der Kalilauge der Gasbiirette absorbiert wird. 
Nachdem der ganze Apparat unter Auskochen des Eisessigs mit 
Kohlensiure griindlich gespiilt war, wurde die Gasbiirette an- 
geschlossen, worauf sich am Hahn nur eine unbedeutende Schaum- 
menge bildete. Nun wurde durch Heben des GefiBes 4 die 
Ferroacetatlésung in das GefiB & gedriickt — es wurde darauf 
geachtet, daB das ungeléste Eisen sich erst vollstiindig abgesetzt 
hatte — und erwiirmt. Alsbald trat Farbumschlag von Rot nach 
Braun ein, doch konnte auch bei lingerem Kochen das Ver- 
schwinden des Porphyrinspektrums nicht erzielt werden. Es trat 
kein Gas auf, das von der Kalilauge nicht absorbiert worden 
wire. Nachdem der Apparat auseinandergenommen war, wurde 
das GefaiB B an der Luft erhitzt, wobei das Porphyrinspektrum 
vollkommen verschwand, ein Zeichen, daB geniigend Ferroacetat 


vorhanden war. 


Untersuchung des mit zweiwertigem Eisen hergestellten Proto- 
hamins auf Mesoporphyrin. 


Zur Entscheidung der Frage, ob bei der EKiseneinfiihrung 
mit Ferroacetat eine Reduktion des Porphyrins eintritt, wurde 
Protoporphyrin unter AusschluB von Sauerstoff in Himin iiber- 
gefiihrt, bei welchem Versuch das Protoporphyrin bzw. -Himin 
bei seiner leichten Reduzierbarkeit in Mesohiimin ibergehen 
kénnte, das spektroskopisch leicht zu erkennen ist. Zu diesem 
Zweck wurde aus Himatoporphyrin absolut mesofreies Proto- 
porphyrin durch Wasserabspaltung!) dargestellt. 0,2 g dieses 
Protoporphyrins wurden in der oben beschriebenen Apparatur 
in Hamin iibergefiihrt. Das krystallisierte Produkt wurde ab- 
gesaugt und die Mutterlauge im Vakuum bei 50° zur Trockne 
verdampft. Der Riickstand sowohl als das abfiltrierte Haimin 
wurde mit je 5 ccm Bromwasserstof{—Kisessig im verschlossenen 
(zefiB 3 Tage stehengelassen. Bei der Aufarbeitung wurde nur 
Himatoporphyrin gefunden, das sich mit 0,2°/,iger Salzsiure aus 
der Atherlésung vollkommen extrahieren lie’. Es war keine Spur 
Mesoporphyrin vorhanden. 


Wird die Konzentration der Porphyrinlésung, die geeisent 
werden soll, so gering gewihlt, daB entstandenes Himin nicht 


') Fischer u. Lindner, Diese Z. 142, 141 (1925). 
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In diesem speziellen Fall wurde statt Stickstoff Kohlensiure 
angewandt, die in der Kalilauge der Gasbiirette absorbiert wird. 
Nachdem der ganze Apparat unter Auskochen des EKisessigs mit 
Kohlensaiure griindlich gespilt war, wurde die Gasbiirette an- 
geschlossen, worauf sich am Hahn nur eine unbedeutende Schaum- 
menge bildete. Nun wurde durch Heben des GefiBes 4 die 
Ferroacetatlésung in das GefiB & gedriickt — es wurde darauf 
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kein Gas auf, das von der Kalilauge nicht absorbiert worden 
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vollkommen verschwand, ein Zeichen, daB geniigend Ferroacetat 
vorhanden war. 


Untersuchung des mit zweiwertigem Eisen hergestellten Proto- 
hamins auf Mesoporphyrin. 


Zur Entscheidung der Frage, ob bei der Eiseneinfiihrung 
mit Ferroacetat eine Reduktion des Porphyrins eintritt, wurde 
Protoporphyrin unter Ausschlu8 von Sauerstoff in Hiimin iiber- 
gefiihrt, bei welchem Versuch das Protoporphyrin bzw. -Hiamin 
bei seiner leichten Reduzierbarkeit in Mesohiimin iibergehen 
kénnte, das spektroskopisch leicht zu erkennen ist. Zu diesem 
Zweck wurde aus Hiamatoporphyrin absolut mesofreies Proto- 
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') Fischer u. Lindner, Diese Z. 142, 141 (1925). 
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auskrystallisiert, so konnte mehrfach beobachtet werden, daB bei 
langerem Stehen der Reaktionsfliissigkeit in sauerstofffreiem Me- 
dium das urspriinglich in der Hitze vorhandene Hiiminspektrum 
vollstindig verschwindet und dem Porphyrinspektrum wieder Platz 
macht. Zur Demonstration dieser Verhiiltnisse eignet sich Meso- 
porphyrinester, dessen Kisenkomplexsalz verhiltnismiBig leicht 
eisessiglislich ist. Die ReaktionsgefiBe sind zwei weite Reagenz- 
gliser, von denen das GefiB 4 Ferroacetatlésung in kochsalz- 
haltigem Eisessig, das GefiB B 2—3 mg Mesoporphyrinester in 
3 ccm kochsalzhaltigem Kisessig enthilt. Nachdem die Apparatur 
unter liingerem Auskochen sauerstofffrei gespiilt worden ist und 
das ungeléste Eisen sich im GefaB 4 vollkommen abgesetzt hat, 
werden etwa 3ccm Ferroacetatlésung in das GefaB B gedriickt. 
Beim Erwiirmen zum Sieden verschwindet das Porphyrinspektrum 
vollig, es ist reines Haéminspektrum mit der charakteristischen 
ersten Absorption von 635 wu vorhanden. Beim Abkiihlen und 
mehrstiindigen Stehen tritt allmihlich wieder reines, saures Por- 
phyrinspektrum auf, nach 1—1!/, Tagen konnte kein Himin- 
spektrum mehr festgestellt werden. Die Spaltung ist nicht immer 
vollstiindig, bleibt auch manchmal aus. Dieselben Verhiltnisse 
wurden bei der Kiseneinfiithrung in Atioporphyrin festgestellt. 


Eiseneinfihrung in Porphyrin mit FeCl, in Buttersaure. 

Zur Reaktion wurde reinste, im Handel erhiltliche Butter- 
siure (Kahlbaum, ,,Buttersiure reinst, fiir wissenschaftliche 
Zwecke“) verwendet und vor der Reaktion frisch destilliert. Kbenso 
kam zur Verwendung reinstes Eisenchlorid (Kahlbaum, ,,Kisen- 
chlorid zur Analyse“). 

50 mg Mesoporphyrinester wurden in 5 ccm Buttersiure 
heiB gelést und von einer Auflésung von 0,48 g wasserhaltigem 
Ferrichlorid in 10 ccm Buttersiiure 0,6 cem zugesetzt. Die 
Lésung wurde zum Sieden erhitzt und mit etwa 20 mg calcinierter 
Soda versetzt. Im Verlauf einer Minute trat Farbumschlag von 
Rot nach Braun ein; nachdem kurze Zeit weiter gekocht war, 
war in entnommenen Proben kein Porphyrin mehr nachzuweisen. 
Beim Abfiillen und Stehen schieden sich 41 mg Mesohiminester 
in wohl ausgebildeten Prismen ab. Nach dem Abfiltrieren wurde 
mit Wasser, Alkohol und Ather griindlich gewaschen und bei 
110° konstant getrocknet. Die Analyse ergab folgende Werte: 

4,800mg Substanz gaben 11,045 mg CO,, 2,600mg H,O, 0,568 mg Fe,O3. 
C,,H,,0,N,FeCl Ber. C 63,289, H 5,63, N 8,23%, Fe 8,32°/, 

Gef. ,, 62,76 ,, 6,06 ,», 8,28 
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Der Mischschmelzpunkt mit Mesohiiminester bei 244° (unkorr.) 
ergab keine Depression. 

Auch mit Atioporphyrin wurde die Kiseneinfiihrung  vor- 
genommen, bei der sich lediglich die schlechte Léslichkeit des 
Porphyrins in Buttersiure stérend bemerkbar machte; die Eisenung 
war eine vollkommene, das Atiohiimin krystallisierte in derben 
Wiirfeln. 

2,671 mg Substanz gaben 0,223 ccm N (18°, 719 mm). 

C,,H,,.N,FeCl Ber. N 9,89°/, Gef. N 10,16%, 

Kin Teil der Buttersiure wurde mehrere Stunden am Riickflub- 
kithler ittber FeCl, gekocht und abdestilliert. Diese Behandlung 
rar auf das Ergebnis der Kiseneinfiihrung ohne Kinflub. 


Untersuchung des LEisessigs, 
der bei der Hamindarstellung mit FeCl, verwendet wurde, 

auf etwaige Oxydations- bzw. Dehydrierungsprodukte. 

0,5 g Protoporphyrin wurden nach der Vorschrift ‘von 
H. Fischer und B. Piitzer') im Stickstoffstrom in Himin iiber- 
gefihrt. Am Ende der Apparatur war ein Claisenkolben an- 
geschlossen, in den unter Stickstoff die Reaktionsfliissigkeit ge- 
driickt wurde. AnschlieBend erfolgte die Destillation im Vakuum 
bei 50° Es wurde im Destillat keine Spur von Glyoxylsiure 
festgestellt. Der Destillationsriickstand wurde mehrmals mit 
heiBem Wasser ausgezogen, aus der Lisung das Eisen mit Am- 
moniak ausgefillt und das Filtrat auf Bernsteinsiiure’) mittels 
Fichtenspanreaktion und auf Oxalsiiure mit Calciumchlorid ge- 
prift, mit negativem Erfolg. 


Mechanismus der Eiseneinfiihrung mit Ferrosalz (‘l'reibs). 

Weitere orientierende Versuche wurden wegen der guten 
Léslichkeit mit Mesoporphyrinester in reinem Eisessig ausgefiihrt, 
die oben beschriebene Apparatur wurde fiir linger dauernde Ver- 
suche durch das in Fig. 2 abgebildete GefiB ergiinzt, das ein 
Abschmelzen nach der Fiillung erlaubt. (Da der Stickstoff etwas 
verunreinigt ist, es macht sich ein Geruch nach Schwefelverbin- 
dungen bemerkbar, wurde er zuerst durch vorgelegten EKisessig 
oder Schwefelsiiure, der die riechende Substanz aufnimmt, ge- 
waschen; reduzierende Wirkung wurde nicht nachgewiesen). 

Mit Ferroacetat fand in allen Fillen Komplexbildung statt, 
bei Zimmertemperatur war in verdiinnter Lésung, 1 mg in 5 ccm 





1) Diese Z. 154, 54 (1925). *) Neuberg, Diese Z. 31, 574 (1901). 
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nach einigen Minuten Hamin spektroskopisch wahrzunehmen, nach 
3 Stunden alles Porphyrin umgewandelt. Beim Erwarmen geht 
die Komplexbildung schnell vor sich. Aus konzentrierter Lésung, 
50 mg Porphyrinester in 10 ccm Kisessig, die mit 5 ccm Kis- 
essiglésung von Ferroacetat unter Stickstoff versetzt ist, fallen 
beim vorsichtigen Erwirmen rasch feine Nadeln des zweiwertigen 
Eisenkomplexes aus. 

Wenn noch etwas Sauerstoff vorhanden ist, kann man manchmal 
auch die Nadeln beobachten, die jedoch langsam durch Prismen 
des dreiwertigen Eisenkomplexes ersetzt werden. Bei raschem 
Erhitzen erhalt man sofort die Prismen. Nur bei voélligem Sauer- 
stoffausschluB jist die zweiwertige Fo1m stabil. 

Die Nadeln geben beim Eintragen 

“in Pyridin Himochromogenspektrum. 
! In Eisessig suspendiert wird auf Zu- 
satz von wenig konz. Salzsiiure das 


einen kleinen Bruchteil. Es handelt 
| sich also um eine Vorstufe des Ha- 
mins mit zweiwertigem Eisen. Die 
durch Umwandlung entstandenen Pris- 
men und ebenso Meso- Ester-Cl-Hiamin 
geben mit Pyridin weder Himochromo- 
genspektrum (nach einiger Zeit zum 
Bruchteil Himochromogen wie alle Hiimine), noch werden sie durch 
Salzsiure zerlegt; beim Kochen mit EKisessig und konz. Salzsiure 
wird langsam etwas Porphyrin freigemacht. 

Die krystallisierte Substanz ist an der Luft nicht haltbar, 
nach einigem Liegen bleiben die beschriebenen Reaktionen aus. 
Viel schwieriger war der Nachweis zu erbringen, daB auch in 
Gegenwart von Cl die Ferroform auftritt. 

War in der Lésung Cl anwesend, indem unter NaCl-Zusatz 
gearbeitet wurde, oder durch Lisen des Porphyrinesters in Kis- 
essig mit Hilfe von wenig konz. HCl, so krystallisierte bei deu 
ersten Versuchen stets Mesoester—Chlorhiimin aus, beim Eintragen 
in Pyridin war Haimochromogenspektrum nur einige Male in ge- 
ringem AusmaB zu beobachten. 


I, Mit NaCl Schmelzp. 244° (korr..’. 

4,895 mg Substanz gaben 11,200 mg CO,, 2,570 mg H,O, 0,590 mg Fe,Q,. 
3,048 mg ra “ 0,218 eem N (20°, 723 mm). 

4,890 mg ml o 0,84 mg AgCl. 


' Komplexsalz sofort zerlegt bis auf 
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II. Mit HCl Schmelzp. 250° (korr.). 

4,470 mg Substanz gaben 10,240 mg CO,, 2,425 mg H,0, 0,520 mg Fe,O,. 
2,438 mg ‘n 0,174 eem N (18°, 710 mm). 

6,827 mg ‘ - 1,31 mg AgCl. 


III. Mit HCl Schmelzp. 250° (korr.). 
4,382 mg Substanz gaben 9,875 mg CO,, 2,115 mg H,O, 0,507 mg Fe,O,. 


8,490 mg ” m 1,61 mg AgCl. 
O6H,4,0,N,FeCl Ber. C 63,20°/, H 5,90°/, N 8,19°/, Fe 8,16°/, Cl 519% 
Gef. ,, 62,42 ,, 5,88 , 7,92 , 848 ,, 4,25 
, 62,48 . 602 , 782 ,, 814 ., 4,75 
, 61,46 ,, 5,40 , 809 ,, 4,69 


Die Substanzen sind mit Kisessig, Wasser, Kisessig, Ather 
rasch gewaschen und sofort lufttrocken analysiert worden. 

Enthalten die Reagenzien etwas Cl, so wird dieses stets durch das 
Kisenkomplexsalz aufgenommen, weshalb mehrfach bei den Versuchen ohne 
Cl-Zusatz geringer Halogengehalt auftrat. 

Die Ferroform ist in Gegenwart von Chlorverbindungen sehr 
oxydabel. Ein einstiindiges Durchspiilen der Apparatur mit Stick- 
stoff geniigt nicht, um den Sauerstoff ausreichend zu entfernen, 
bei den spateren Versuchen wurde mindestens 5—6 Stunden lang 
Stickstoff durchgeleitet bevor die Ferrolésung zum Porphyrin 
gedriickt wurde. 

Bei obigen Versuchen war Ferroacetat gegeniiber der Salz- 
siiure im UberschuB vorhanden, ist dagegen Salzsiiure tiberschiissig, 
so wird kein Komplex gebildet. 

Wihrend man mit fertigen Krystallen nur im Falle des 
Primarproduktes mit Pyridin Himochromogen erhilt, mit Salzsiiure 
die Spaltung durchfiithren kann, gelingt dies mit den Reaktions- 
lésungen, die iiberschiissiges Ferrosalz enthalten, in allen Fallen, 
ebenso auch wenn man Mesoester-Cl-Himin in Gegenwart von 
Ferrosalz mit Pyridin oder mit Salzsiure behandelt. Die Reaktionen 
gehen kalt schnell, in der Hitze momentan vor sich (vgl. 8S. 5). 
Kine verdiinnte Lésung von Mesoester-Cl-Himin wird mit Salz- 
siure—Hisessig allein erst nach langerem Kochen quantitativ ge- 
spalten. 

Ks lag nahe, dieses Verhalten zu einer Darstellung von 
Protoporphyrin aus Himin auszunutzen. Die Enteisenung gelingt 
auch gut. Es wurde zum Beispiel 10 g Hamin mit 2 g Mohrschem 
Salz, 150 com Eisessig und 80 ccm konz. Salzsiure eine Stunde 
gekocht, nachdem etwas erkaltet war, von noch vorhandenen 
groBen Haminkrystallen abgesaugt und in iiblicher Weise auf- 
gearbeitet. Es wurde so in guter Ausbeute, 8 g, ein schién aus- 
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sehendes Protoporphyrin erhalten, beim Umkrystallisieren konnte 
jedoch niemals, auch bei Variation der Bedingungen, die nach dem 
Verfahren von H. Fischer und Pitzer!) zu erzielende Ausbeute 
(50°/, vom Ausgangsmaterial) an reinem Porphyrin gewonnen 
werden. Die héchste Ausbeute an reinem Porphyrin aus 10 g 
Hiimin war 2,8 g, der Durchschnitt 2,5 g, vielleicht kann sie durch 
systematische Variation der Bedingungen noch verbessert werden. 

Kin Versuch mit Himatin, um von vornherein eine feine 
Verteilung des Materials zu haben, war schnell beendet, doch 


erwies sich das Porphyrin auch nicht als reiner. 


Das Vorhandensein eines Komplexes mit zweiwertigem Eisen 
ist durch diese Versuche sichergestellt. 

Der zweiwertige EKisenkomplex ist in Gegenwart von Salz- 
Siure nicht existenzfihig, durch Sauerstoff oder Oxydationsmittel 
wird er zum dreiwertigen Komplex oxydiert. Folgender Versuch 
zeigt das Verhalten gegen Salzsiure: 

Zu einer unter Stickstoff mit Ferroacetat erzeugten Komplex- 
lésung wird etwas konzentrierte Salzsiiure gegeben, worauf alsbald 
vollstindige Spaltung zum Porphyrin eintritt; kocht man an der 
Luft die Lésung ein, nach Bedarf unter Ersatz des Hisessigs, so 
tritt wieder Komplexbildung ein, mit Salzsiiure kann wieder ge- 
spalten werden. 

Der quantitative Versuch wird zweckmiBig im Zweischenkel- 
rohr (Fig. 3) ausgefiihrt. Durch den mittleren Einfiillansatz werden 

10 mg Mesoporphyrinester (Mol.-Gew. 
. 1 594) und 3 mg frisch dargestelltes 
; Ferroacetat (die Zusammensetzung ist 


~\7 nicht genau definiert, unter Annahme 

4 von Fe(OCOCH,),, Mol.-Gew. 115, ist 
ad ‘. % die angegebene Menge ein 50°/, iger 
4 A UberschuB, nach Versuchen geniigen 
nie ‘2 mg nicht ganz, um quantitativ Kom- 


plex zu bilden) in den einen Schenkel 
eingefiillt, nachdem die Luft durch Stickstoff verdrangt ist (um 
Oxydation des Ferroacetats zu vermeiden, da der Stickstoff 
nicht getrocknet ist), jetzt 5 ccm ausgekochter und _ wieder 
abgekiihlter Eisessig, der mit einem kleinen Tropfchen konz. 
Salzsiiure versetzt ist, zugegeben. Der EKinfillstutzen wird zu- 
geschmolzen und nach mehrstiindigem Durchleiten von Stickstoff 





!) Diese Z. 154, 39 (1926). 
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Ableitungs- und Zuleitungsréhrchen abgeschmolzen. Wird jetzt 
von einem Schenkel in den andern ein ‘l'eil abdestilliert, so tritt 


Komplexbildung — Farbumschlag nach Braun, Spektrum wie 
oben angegeben — ein, wenn etwa | ccm iibergegangen ist. Giebt 


man das Destillat zuriick, so wird der Komplex momentan ge- 
spalten, in der Kilte in etwa einer Minute, was man am Wieder- 
auftreten der weinroten Farbe und saurem Porphyrinspektrum 
erkennt. Dies kann beliebig wiederholt werden, bei gut gelungenen 
Versuchen bleibt erst nach 5—10 facher Wiederholung ein wenig 
Komplex ungespalten, wohl durch teilweise Oxydation durch 
Sekundirreaktionen. Ist die Luft nicht quantitativ ausgeschlossen, 
so bleibt ein Teil schon beim erstenmal ungespalten. 

Ebenso gut gelang der Versuch bei Anwendung von nur 
3 Mol HCl. 

Labt man im Komplexstadium Luft eintreten, so wird durch 
Salzsiure keine Spaltung mehr bewirkt, auch nicht in der Hitze; 
laBt man sie im Porphyrinstadium zutreten, so wird beim De- 
stillieren wieder Komplex gebildet, der jetzt nicht mehr spaltbar ist. 

In dieser Form ist der Versuch schwierig durchzufiihren, 
leicht gelingt jedoch folgender Ansatz: 2 mg Mesoporphyrinester, 
30 mg Ferroacetat, 5 ccm Hisessig, der 30 mg HCl enthilt. Ist 
die Luft quantitativ ausgeschlossen, so bestehen prinzipiell die 
gleichen Verhiltnisse wie oben. In Gegenwart von etwas Sauer- 
stoff dagegen wird wohl Ferrisalz, bzw. dreiwertiger Komplex 
gebildet, der jedoch durch Ferrosalz reduziert und von der Salz- 
Siure gespalten werden kann. Auch bei sehr hiufiger Wieder- 
holung wird stets quantitative Spaltung erzielt. 

Der Versuch kann daher auch genau so gut vom Mesohiiminester 
ausgehend angestellt werden. Bei Anwendung von 3 mg Mesohimin- 
ester, 1 mg Ferroacetat und 5 ccm Kisessig, der etwas Salzsiure 
enthilt, kann auch beliebig gespalten und Komplex erzeugt werden. 
Die Spaltung war gegeniiber dem vorigen Ansatz deutlich ver- 
langsamt, da offenbar die viel kleinere Menge Ferrosalz in der 
salzsauren Lésung langsamer wirkt. 

Hier als Reduktionsmittel Hydrazin zu verwenden miBlang, 
da dieses nur in groBer Konzentration unter diesen Bedingungen 
nachweisbar reagiert. Natriumhydrosulfit reduzierte itiberhaupt 
nicht. 

Kin Kontrollversuch mit Ferrichlorid hatte das erwartete 
Ergebnis. 2mg Mesoporphyrinester und 1 mg FeCl,-6H,O kamen 
in 5 ccm salzsiurehaltigem HWisessig zur Anwendung, nach dem 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCV. 2 
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Abdestillieren eines Teils trat Komplexbildung ein, die beim 
ZuriickgieBen nicht mehr zuriickging. 

Mit Protoporphyrin gelingt der quantitative Versuch wie oben 
auch, doch kann er nur wenige Male und unvollstindig wiederholt 
werden, die Lésung wird miBfarbig und scheidet am Glas Zer- 
setzungsprodukte ab. 


Eiseneinfihrung mit Ferrisalz. 


In reinem Hisessig reagiert FeCl, selbst beim mehrtagigen 
Krhitzen auf 100° im zugeschmolzenen Rohr unter Stickstoff nicht 
mit Mesoporphyrinester. Beim Zusatz von Natriumacetat tritt in 
der Hitze langsam Komplexbildung ein, bei Verwendung von etwas 
gréBeren Porphyrinmengen ('/, g) konnte jedoch selbst bei langerem 
Kochen (an der Luft) keine quantitative Umsetzung erzielt werden. 
Beim Kochen mit FeCl], allein an der Luft wird nur in geringem 
Umfang Komplex gebildet. 

In reiner Buitersiure, aus Athylmalonsiure synthetisch erhalten, 
ist ganz iihnliches Verhalten festzustellen, mit FeCl, bei 100° 
keine Komplexbildung, unter Zusatz von Kaliumcarbonat bei 100° 
geringe Reaktion, beim Sieden quantitative Komplexbildung. Kocht 
man jedoch mit FeCl, in Buttersiure im Reagenzglas an der 
Luft, so ist die Komplexbildung in kurzer Zeit quantitativ erreicht 
und es krystallisiert nach dem Erkalten Mesohiminester aus. 
Neben der Temperaturerhéhung, Siedep. 162°, ist dabei der 
Umstand wirksam, da8 Salzsiiure entweicht, wie sich leicht zeigen 
laBt, somit der gleiche Effekt wie durch Zusatz von Bindungs- 
mitteln automatisch erreicht wird. : 

Im zugeschmolzenen Rohr wird daher das Kisenkomplexsalz 
langsamer gebildet, etwas rascher bei Bindung der Salzsiure mit 
Kaliumcarbonat. Bei héherer Temperatur gelingt die Eisen- 
einfihrung auch in Hisessig mittels FeC), glatt. Mit gewéhnlicher, 
nicht ganz reiner Buttersiure (Handelspriparate reinst) geht die 
Kiseneinfiihrung mit Ferrisalzen besser. 


Eine Bildungsweise von Mesoxanthoporphinogen. 


In der Absicht, Oxydationsprodukte von Porphyrin mit Ferri- 
salz kennenzulernen, wurde Mesoporphyrinester mit Selmis Reagens 
behandelt. Die Liésung des Porphyrins in Eisessig wurde in der 
Kilte mit steigenden Mengen der aquimolekularen Mischung F eC], 
und K,Fe(CN), in Wasser im Verlauf eines Tages versetzt, bis das 
Porphyrinspektrum verschwunden war, das Berliner Blau abfiltriert 
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und die gelbbraune Lésung ausgeiithert und griindlich mit Wasser 
gewaschen. Krystallisationsversuche waren lange erfolglos, durch 
erneutes Aufnehmen in Ather, Waschen mit verdiinnter Sodalésung 
wurden Verunreinigungen und Kisenspuren entfernt, der Kindampf- 
riickstand, der jetzt rein gelbe Farbe aufwies, wurde aus Benzol— 
Petrolither umgefallt und krystallisierte jetzt sofort aus Methyl- 
alkohol in kleinen Krystillchen des Mesoxanthoporphinogenesters, 
Schmelzp. 295° (korr.). 
Zur Analyse wurde bei 110° konstant getrocknet. 


5,860 mg Substanz gaben 13,990 mg CO,, 3,155 mg H,0. 


3,580 mg * . 0,274 cem N (19°, 715 mm). 
Cy5H.O,N, Ber. C 65,62°/, H 6,43°/, N 8,51°/, 
Gef. ,, 65,11 6,03 8,42 


Durch Reduktion mit Na-Amalgam in Eisessig—Methylalkohol 
wurde Mesoporphyrinester zuriickerhalten, der durch spektro- 
skopischen Vergleich, sowie Schmelz- und Mischschmelzpunkt 
identifiziert wurde. 


Mechanismus der Eiseneinfihrung mit Ferrisalz. 


Ferrichlorid gibt mit Mesoporphyrinester bei 100° in Kis- 
essig kein Komplexsalz, beim Zusatz von Bindungsmitteln fiir 
die Salzsiure wird sehr langsam Komplex gebildet. 

Wendet man jedoch Kisensalz in theoretischer Menge an in 
Form von Ferrisalz und einem Bruchteil als Ferrosalz, so geht 
die Komplexbildung annihernd ebenso schnell vor sich wie mit 
reinem Ferrosalz. 35 mg Mesoporphyrinester (Mol.-Gew. 594) 
und 16 mg FeCl,-6H,O werden in 15 ccm ausgekochtem LKis- 
essig gelést, die Lésung befindet sich in einem Reagierrohr nach 
Zerewitinoff (Fig. 4), der seitliche Ansatz wird mit 2 mg ie 
Ferroacetat und etwas Kaliumacetat beschickt. Nachdem | 
N-Atmosphire hergestellt ist, wird gemischt, beim Er- 
wirmen setzt alsbald die Komplexbildung ein und ist "a 
noch vor Erreichen des Siedepunktes vollstindig. | 

Verhindert man die Reduktion von Ferrisalz durch | 


| 
| 
Nebenreaktionen, so wird kein Komplex gebildet. Kine Lé- | 
sung von 50mg Mesoporphyrinester und 25mg FeCl, -6 H,O | 
in 40ccm EHisessig wird mit etwas Kaliumacetat versetzt und Fig. 4. 
halbiert. Beide Teile werden im Schliffkolben unter RiickfluB 

gekocht, die eine unter Durchleiten eines sehr lebhaften Sauerstoff- 
stromes. Nach 5 Minuten macht sich schon’ ein starker Unter- 
schied bemerkbar, nach 15 Minuten war die nicht mit Sauerstoff 

9° 
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behandelte Hilfte quantitativ in Komplexsalz iibergefiihrt, wihrend 
beim anderen Teil nach 4 Stunden etwa '/, in Komplex iibergegangen 
war. (Quantitative Bestimmung miBlang, da der Eisessig jetzt 
oxydierende Eigenschaften aufwies, die bei der Aufarbeitung einer 
Probe mit Wasser und Ather sofortige Zerstérung des Komplexes 
zur Folge hatte). Nach dem Abstellen des Sauerstoffstromes war 
in weiteren 15 Minuten alles bis auf einen minimalen Rest, der 
erst beim Ausziehen einer in Ather gebrachten Probe mit Salz- 


siiure gefunden wurde, in Komplex verwandelt. 


Isolierung von Komplexen mit zweiwertigem Eisen. 


Atiohiim. 


Am leichtesten gelang die Isolierung des Atiohim, das relativ 
eroB krystallisiert, so daB es rasch abgesaugt werden kann und 
gegen Luft am wenigsten empfindlich ist. Hier kann man nach 
der Darstellung in der Stickstoffapparatur — Kochen einer 
Suspension von 50 mg fein pulverisiertem, abgeschlimmtem Atio- 
porphyrin in 20 ccm KEisessig mit 10 ccm klarer, gesittigter 
Ferroacetatlésung, die man aus grobem Eisenpulver herstellt — 
unter Uberleiten von Stickstoff offen absaugen, mit Kisessig, 
Wasser, Eisessig, Ather auswaschen. Hier, wie auch bei den 
anderen Priiparaten, wurde 5 Minuten im Vakuum bei 50° ge- 
trocknet und sofort zur Analyse gebracht. 

1. 4,327 mg Substanz gaben 11,130 mg CO,, 2,730 mg H,O, 0,646 mg 


Fe, QO. 
2,743 mg Substanz gaben 0,245 eem N (19°, 715 mm). 
2. 4,547 mg rn 5 11,85mg CO,. 2,94mg H,O, 0,696 mg Fe,O,. 
4,625 mg " » 0,439 cem N (19% 720 mm). 
6,498 mg . » 0,19 mg AgBr. 
Cy,H,.N be 
Ber. C 72,16°/, H 6,82°, N 10,53°/, Fe 10,49 %, 
Gef. ,, 70,22 y 7,07 9,82 » 10,45 
y = oo ae » 10,51 5» 10,68 Br 1,24 %, 


Das Atioporphyrinausgangsmaterial enthilt etwas Br, das 
auch in den beiden obigen Priparaten enthalten ist, die Resultate 
werden davon nicht beriihrt. 


6,155 mg Atioporphyrin: 0,32 mg AgBr. Gef. Br. 2,19 °/,. 


Protohiim. 


Die Darstellung erfolgt wie beim Atiohim in der Stickstoff- 
apparatur. Das Porphyrin (héchstens 0,1 g) muB sehr griindlich 
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gepulvert sein, man schlammt zweckmibig von griéberen Partikeln 
ab. Sobald man erhitzt, beginnt die Umwandlung des braunen 
Porphyrins in die feinen, dunkelviolettstichig braunen Niidelchen 
des Protohim, wegen der Schwerléslichkeit des Porphyrins kocht 
man 3 Minuten. Die erkaltete Fliissigkeit wird durch den Stick- 
stofistrom in ein Filterréhrchen mit eingeschmolzener Siebplatte 
gedriickt, das ebenso wie die Saugtlasche vom Stickstoff durch- 
strémt war. Abgesaugt wird auf ein glattes Filter, indem ein 
zur Saugpumpe fiihrender Hahn ab und zu kurz geiffnet wird, 
um das notige Vakuum zu erhalten. Gewaschen wird mit aus- 
gekochtem Kisessig, Wasser, Kisessig und mit Ather, dann durch 
eine Nebenleitung noch eine Zeitlang Stickstoff durchgeleitet, die 
Substanz rasch in den Revolverexsiccator gebracht. Die Ausbeute 
ist fast quantitativ. 

1. 4,075 mg Substanz gaben 9,985 mg CO,, 2,060 mg H,O, 0,461 mg 
Fe,O,. 

2. 5,180 mg Substanz gaben 12,480 mg CO,, 2,620 mg H,O, 0,595 mg 
Fe, OQ. 


C,4Hj,0,N,Fe 
Ber. C 66,23 %, H 5,24 %, N 9,09 °/, re 906°), 
Gef. ,, 66,78 yy 5,65 » (8,15) » (7,91) 
” ”? 65,71 ” 9,66 ”? (7,11, 6,90) °/, ”? (8,03) 


Bei der Analyse zerspriiht die Substanz lebhaft, daher Ver- 
lust an Fe,O, und zu tiefe Fe-Werte. 

Die N-Werte konnten nicht richtig erhalten werden, da die 
bekannte Schwerverbrennlichkeit des Hiimins hier in noch héherem 
MaBe besteht. 

Das Protohiam konnte auch gefaBt werden bei Gegenwart 
von Cl, das die Oxydierbarkeit ja, wie oben ausgefihrt, zu be- 
giinstigen scheint. Der Versuch wurde genau wie vorher aus- 
gefihrt unter NaCl-Zusatz. 

4,516 mg Substanz gaben 10,810 mg CO,, 2,270 mg H,O, 0,505 mg Fe,Q,. 

Gef. C 65,28 °/, H 5,63 °, N (6,54, 6,26 °/, Fe (7,82 °/,) 


Die Substanz war halogenfrei. 

Das gleiche war der Fall, wenn das Porphyrin in salzsiiure- 
haltigem Eisessig gelést und mit iiberschiissigem Ferroacetat 
Eisen eingefiihrt wurde. 

Das Protohim ist in Kisessig sehr schwer léslich, geht aber 
in Sauerstofigegenwart sofort stark in Lésung. Seine Isolierung 
war besonders schwierig, es gelang nur ein einziges Mal ein 
Praparat zu gewinnen, das nicht zum Teil oxydiert war. Anfangs 
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entstanden Praparate, die nur wenig oxydiertes Material enthielten 
und zur Untersuchung brauchbar waren. Bei spiteren Wieder- 
holungen des Versuches enthielten die Praparate nur Bruchteile 
von Protohiim, scheinbar hangt dies von der Beschaffenheit des 
Kisessigs ab, da die spiteren Versuche (im ganzen 15) mit zwei 
anderen EKisessigproben ausgefiihrt waren. Zur Kontrolle her- 
gestelltes Mesoesterhim, das weniger empfindlich ist, war von 
einwandfreier Beschaffenheit. Der aus Protoporphyrinester ge- 
wonnene Methylester ist leichter léslich. 


Mesohim. 
In gleicher Weise wurde Mesohiim in feinen, dunkel violett- 
braunen Krystallchen erhalten. 
4,202 mg Substanz gaben 10,105 mg CO,, 2,200mg H,O, 0,475 mg Fe,0,. 


4,920 mg - - 0,392 cem N (18°, 721 mm). 
C,,H3,0,N,Fe Ber. C 65,80°/, H 5,85, N 9,03°, Fe 9,00 °/, 
Gef. ,, 65,58 » 5,86 8,87 » (7,91) 


Auch hier Fe-Verlust durch Verspriihen. 


Mesoesterhim. 


Bereits die Vorversuche zeigten, dab der Komplex aus Meso- 
porphyrinester zur Isolierung zwar geeignet ist, doch zeichnet er 
sich durch erhebliche Léslichkeit aus. Zur Gewinnung des Meso- 
esterhims wurde 1 g Mesoporphyrinester in 3 ccm Kisessig an- 
gerieben und dazu 25 ccm gesittigte Ferroacetatlésung, in der 
noch etwas Krystalle von Ferroacetat suspendiert waren, gegeben 
und aufgekocht. Die Isolierung der dunkel rotbraunen Krystalle 
erfolgte wie oben, Ausbeute 0,56 g; die Substanz sintert ab 145°. 
Fiir die erste Analyse war kurz bei 50° getrocknet, fiir die zweite 
bei 100° im Vakuum. 


4,265 mg Substanz gaben 10,195 mg CO,, 2,230 mg H,O, 0,500mg Fe,O,. 


3,000 mg m ‘~ 0,223 cem N (16°, 724 mm). 
4,322 mg s », 10,400 mg CO,, 2,240mg H,O, 0,512mg Fe,0,. 
C,,H,,O,N,Fe Ber. C 66,65°/, H 6,22°/, N 864°, Fe 8,61 °%, 
Gef. ,, 65,19 ) 3,85 »» 8,37, 4, 8,20 
» 3) 65,63 9 0,80 — » 8,28 


Bei der Bestimmung des aktiven Wasserstoffs nach Zerewitinoff 
ergaben 0,0783 mg der bei 50° kurz getrockneten Substanz 2,5 cem CH, 
(Blindwert 3,2), das entspricht 0,8 aktiven H-Atomen. 

0,0792 mg der bei 100° getrockneten Substanz (die mit Eisessig-Salz- 
siure noch spaltbar war) gaben 1,0 cem CH,, das entspricht 0,3 aktiven 


H-Atomen. 
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Eine Probe des Mesoesterhims war nach 8 tigigem Auf- 
bewahren im Vakuumexsiccator noch zum gréBten Teil spaltbar. 


Mesoester-pyridin-himochromogen. 


60 mg Mesoesterhim wurden in der Stickstoffapparatur durch 
einen Tropftrichter in 3 ccm Pyridin gelést, dann im Verlauf von 
10 Minuten durch Zutropfen von Wasser das Hiimochromogen 
zur Krystallisation gebracht. Die abgesaugten kleinen, hellrot- 
braunen Krystallchen wurden mit Wasser, Methylalkohol und 
Ather ausgewaschen, dann eine Zeitlang Stickstoff durchgeleitet, 
der diesmal mit H,SO, gewaschen war. Die Substanz wards 
nach kurzem Trocknen im Vakuumexsiccator iiber P,O, bei 
Zimmertemperatur analysiert. 

4,995 mg Substanz gaben 12,495 mg CO,, 2,750mg H,0, 0,515 mg I’e,0,. 


3,395 mg ” ‘ 0,316 cem N (16°, 727 mm). 
C,,H,,0, a ‘Fe - 2 C;H,N 
Ber. C 68,47°/, H 6,25°/, N 10,42°, Fe 6,92 °%, 
Gef. ,, 68,22 » 6,16 ,» 10,52 yy Ty2l 


Eine Probe gab nach 14 stiindigem Trocknen bei 55° folgende Werte: 
4,985 mg Substanz gaben 12,405 mg CO,, 2,700 mg H,O, 0,540mg Fe,O,. 
Cy,H,,0,N,Fe-C,;H,N Ber. C 67,67 °/, H 6,23 °/, Fe 17,67 °/, 
Gef. ,, 67,87 », 6,06 ae P| 

Beim Trocknen geht etwa 1 Pyridin verloren. 

Das Mesoester-pyridin-himochromogen lést sich in Pyridin 
mit Hamochromogenspektrum und verhilt sich bei der Spaltprobe 
mit Eisessig—Salzsiiure wie das Him, es ist an der Luft stabiler 
wie dieses; beim Aufbewahren im Vakuumexsiccator war eine 
Probe nach 8 Tagen noch vdllig spaltbar (Spaltung durch Salz- 
siure—Kisessig erfahrt auch das durch Piperidin in Pyridin- 
lésung erzeugte Hamochromogen des Himins). In Chloroform list 
es sich mit Hamochromogenspektrum, das aber bald dem Hiimatin- 
spektrum Platz macht, wobei die braunrote Farbe nach Oliv um- 
schlagt und der Geruch von Pyridin sich bemerkbar macht; 
beim Schiitteln erfolgt der Umschlag momentan. Der Versuch 
wurde auch quantitativ verfolgt. 11,3 mg Himochromogen wurden 
in wenig reinem Chloroform gelést, die Himatinlésung dann ab- 
gedampft, das Réohrchen bei 100° gewichtskonstant gemacht, 
wobei eine Abnahme von 1,7 mg beobachtet wurde, wahrend sich 
fir 2 Mol Pyridin 2,0 mg berechnen. 

Das Mesoesterhimatin kann aus Chloroform—Petrolither in 
Krystallen erhalten werden. 
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Bestimmung des aktiven Wasserstoffs von Dimethyl- 
himatin.’) 

0,0900 g Substanz (C,,H,,0,N,Fe) gaben 4,3 ecm CH, (Blindwert 
1,3 ccm) bei 17°, 728 mm. Gefunden 1,2 aktive H-Atome. 

Die Reaktionslésung hatte wie bei allen Himinbestimmungen Himo- 
chromogenspektrum. 

Aus den Mutterlaugen der Darstellung des Mesoesterhiim krystallisiert 
auf Zusatz von etwas Wasser ein Komplexsalz, das wegen seiner Eigen- 
schaften als Mesoesteracetoxyhimin angesprochen werden mub; es 1liBt 
sich aus Eisessig-Wasser umkrystallisieren und bildet schwarzglinzende 
feine Stiibchen, Schmelzp. 230° (korr.). 

Die Analyse, die an zwei verschiedenen Praparaten durchgefiihrt ist, 
einmal ohne umzukrystallisieren, gab allerdings Werte, die sich mit der 
Theorie nicht vereinen lassen. Die Verbindung soll noch untersucht werden. 


5,574 mg Substanz gaben 12,825 mg CO,, 2,890mg H,0O, 0,664 mg Fe,O,. 


3,575 mg - " 0,258 eem N (20°, 717 mm). 
4,670 mg »  (zweimal umkrystallisiert) gaben 10,745 mg CO,, 


2,390 mg H,O, 0,567 mg Fe,Q,. 
4,120 mg Substanz gaben 0,284 cein N (19°, 724 mm). 
C3,H,,0,N,Fe Ber. C 64,49°/, H 6,13°/, N 17,92°/, Fe 7,89 °/, 
Gef. ,, 62,75 » 5,80 1) 7593 y 8,33 
yyy 62,75 » 3D, 73 y 1,68 , 8,49 


Kigenschaften der Him-Verbindungen. 


Auf dem Platinblech verbrennen sie unter lebhaftem Spriihen, 
deutlich verschieden von den Haminen. In Beriihrung mit Lésungs- 
mitteln sind sie sehr oxydabel, ganz besonders Protohim, wahrend 
sie sich an der Luft in trockenem Zustand langsam oxydieren 
und erst in einigen Tagen véllig umgewandelt sind. Beim Versuch, 
sie an der Luft abzusaugen (oder wenn beim Absaugen nicht von 
Sauerstoff befreite Liésungsmittel angewandt werden), geht alles 
sofort in Lésung, Atiohim ausgenommen. Beim Eintragen in 
Pyridin wird Himochromogen gebildet. Die so erhaltenen Hamo- 
chromogenlésungen sind auch oxydabel mit Luftsauerstoff, aber 
viel weniger als die der Him-Verbindungen, auch deutlich weniger 
als Himochromogene, die man durch Reduktionsmittel aus den 
Hiiminen in Pyridin erhalten hat. Eine Haimochromogenlésung, 
die iiberschiissiges Hydrazin enthilt, ist an der Luft in wenigen 
Minuten zerstért, wihrend die Lésungen des reinen Himochromogens 
stundenlang haltbar sind. Das ist eine Bestitigung friiherer Er- 
fahrungen iiber den KinfluB der Reinheit des Pyridins auf die 


') Liebigs Ann. 471, 273 (1929). 
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Haltbarkeit des Haimochromogens,') Ein vorliufiger Isolierungs- 
versuch des Proto—Pyridinhiamochromogens durch Fillen einer 
Lésung von Him in Pyridin mit Petrolither fiihrte nicht zur 
krystallisierten Verbindung. 

Durch Salzsiure werden die Hiim-Verbindungen fast ebenso 
gut zerlegt wie die Phylline, etwa wie die Zinksalze. Der Ver- 
such wird zweckmaBig folgendermaBen ausgefiihrt: man erhitzt 
einige Kubikzentimeter Hisessig zum Sieden, fiigt einige T'ropfen 
konzentrierter HCl zu und triagt jetzt die Substanz ein, wobei 
man Sorge tragt, daB alles sofort in die Fliissigkeit fillt. Die 
Spaltung geht sofort vor sich, wird etwas Substanz nur benetzt 
oder arbeitet man kalt, so wird meist ein Teil infolge Oxydation 
der Spaltung entzogen. 

In der Lésung liegt das abgespaltene Eisen in zweiwertigem 
Zustand vor, was durch Versetzen mit verdiinnter wibriger Kalium- 
ferricyanidlésung durch intensive Blaufarbung erkannt wird, Kalium- 
ferrocyanid gibt nur schwache Firbung. Blindversuche und 
Kontrollen mit Haminen und FeCl,-Zusatz bestiitigen dieses Er- 
gebnis. 

Die Him- Verbindungenscheinenim Hochvakuum eingeschmolzen 
haltbar zu sein. Fiir die Spektren gilt Folgendes: 


Mesoesterhimin hat in Hisessig folgendes Spektrum: 


I. 648—623 ; II. 551—528....; ‘TI. 517—488; 
| ecco, setemeemcamtnter ed — ———— 
645 537 502 


Endabs. 434. Intensitiaten: IJ, J, III. 


Pulverspektrum von Mesoester--Cl-himin: 


I. 644; IL. 544,5 (III des Loésungsspektrums ist schwach und im 
Pulverspektrum nicht zu sehen, da bei den Pulverspektren ganz allgemein 
die Streifen nach dem Violett hin an Intensitiéit abnehmen). 

Mesoesterhimpulverspektrum: 

I. 642; If. 577; III. 542, II ist etwas intensiver als die anderen 
Streifen. 

Atiohimpulverspektrum: 

I. 642; II. 578; TIT. 544. 

Intensitit wie beim Mesoesterhim. 


Die Streifen [ und III der Pulverspektren korrespondieren 
durchaus mit den Streifen I und II des Mesoesterhiminspektrums 
in Eisessig, da im Pulver alle Spektren um 5—10 my nach Rot 


1) Diese Z. 168, 68 (1927). 
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zu verlagert sind. Ks besteht also zwischen den Himen und den 
Haiminen unter den untersuchten Bedingungen kein sehr groBer 
Unterschied. Bei solchen oxydablen Substanzen wie sie die Hime 
sind, sind die Pulverspektren bei weitem vorzuziehen, da in den 
fiir die spektroskopische Untersuchung naturgem4B nur verdiinnten 
Lésungen sekundiire Umwandlungen zu fiirchten sind. 

Auf Grund der Aufklirung des Reaktionsmechanismus der 
Kiseneinfiihrung erschien es méglich, Chrom als Komplexmetall 
ins Porphyrin einzufiihren, bei Verwendung eines Chromosalzes. 
Mit Chromoacetat konnte weder in EKisessig noch in Pyridin in 
Stickstoffatmosphaire Komplexbildung festgestellt werden, auch bei 
hoher Temperatur nicht. Kuprochlorid reagierte in Eisessig- 
suspension in Stickstoffatmosphire sofort mit Mesoporphyrinester, 
das entstandene Komplexsalz konnte jedoch vom zweiwertigen 
Kupferkomplex nicht unterschieden werden. 


Parallel ausléschendes Hamin.’) 


Gelegentlich von Umkrystallisationsversuchen des Hiamins 
entstand spontan, ohne daB definierte Bedingungen angegeben 
werden kénnten, ein parallel ausléschendes Praparat in einer 
Menge von 1,4 g. Beim Umkrystallisieren durch Lésen in még- 
lichst wenig Pyridin—Chloroform, Versetzen mit heibem NaCl und 
Wasser enthaltendem Eisessig wurde das Ganze in den schénen 
mehrfach beschriebenen ,,Doppelbesen“ erhalten: 

5,505 mg Substanz gaben 12,245 mg CO,, 2.485mg H,O, 0,625mg Fe,0,. 

4,090 mg 1 " 0,274 ecem N (18°, 724 mm). 

7,715 mg . _ 1,57 mg AgCl. 

C,,H,,0,N,FeCl: CH,COOH 
Ber. C 60,72°, H 5,10, N 787%, Fe 7,84% Cl 498%, 
Gef. ,, 61,16 » B05 7,49 » 7,94 y 5,03 

Bein Trocknen bei 100° ergab sich cin Gewichtsverlust von 7,0 °/), 
fiir Eisessig berechnet sich 8,5 °/). 

4,825 mg Substanz gaben 11,000 mg CO,, 2,100mg H,0, 0,590 mg Fe,O,. 


3,295 mg Pm ‘i 0,240 ecm N (18°, 724 mm). 
9,355 mg . " 1,90 mg AgCl. 


C,,H,,0,N,FeCl 
Ber. C 62,63°/, H 4,95°/, N 859°, Fe 857°, Cl 5,44°%, 
Gef. ,, 62,18 4,87 1 8,14 » 8,55 5,02 


1) Diese Z. 193, 150 (1930). 
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Kin Praparat von gleichen EKigenschaften wurde erhalten 
nach Angaben von Hamsik!) durch Erhitzen von Himin in 
Lauge. 2g Haimin wurden in 5°/,iger NaOH gelést und auf 
dem Wasserbad erhitzt, bis eine Probe beim Eintragen in NaCl 
und wasserhaltigen Hisessig keine ‘l'eichmannschen Krystalle 
mehr gab, was nach 2 Stunden erreicht war (auch bei kleineren 
Proben). Das Ganze wurde jetzt in Himin iibergefihrt, welches 
quantitativ parallel ausléschende Krystalle bildete und beim Um- 
krystallisieren wie oben ganz aus Doppelbesen bestand. 

4,330 mg Substanz gaben 9,770 mg CO,, 1,935 mg H,O, 0,520 mg Fe,O,. 

3,565 mg “ » 0,250 cem N (19°, 724 mm). 

8,348 mg ‘ »  1,56mg AgCl. 

Bei 100° getrocknet: 

4,405 mg Substanz gaben 10,065 mg CO,, 1,950 mg H,O, 0,575 mg Fe, Oy. 


3,680 mg - m 0,275 eem N (19°, 724 mm). 
5,575 mg - ‘ 1,05 mg AgCl. 

Gef. C 61,54°/, H 5,00°/, N 7,81°, Fe 8,40°/, Cl 4,62°%, 
9 9, 62,31 » 4,95 » 8,32 5, 9,13 » 4,66 


Aus einer Probe wurde mit Ameisefsiure—Kisen Proto- 
porphyrin dargestellt, das spektroskopisch wie auch nach Kster- 
schmelz- und Mischschmelzpunkt (235°, korr.) mit anderweitigem 
Protoporphyrin identisch war. Diese Versuche bestatigen wieder 
die Ergebnisse der letzten Mitteilung; dem parallel ausléschenden 
Hiimin hegt zwar Protoporphyrin zugrunde, aber seine Analyse 
weist auf Zuriickhalten eines Loésungsmittels hin, die Analyse 
wirde auf Gehalt an 1 Mol. Essigsiiure stimmen, wobei dahin- 
gestellt bleibt, ob es sich um eine Molekiilverbindung oder Acetyl- 
verbindung handelt. 


1) Diese Zs. 148, 99 (1925); 178, 67 (1928). 
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Kine exakte Schnellmethode 
zur Bestimmung von Wasser in Blut und Serum. 


Von 
M. Doleh und E. Poechmueller. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Mitteilung aus dem Universitatsinstitut fir technische Chemie in Halle a,S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Dezember 1930.) 


Die Ermittlung des Wassergehaltes in Blut und Serum er- 
folgt gemeiniglich durch Trocknung im Trockenschrank bei 105° 
bis zur Gewichtskonstanz und Feststellung der hierbei auftretenden 
Gewichtsabnahme. Die Richtigkeit der auf diese Weise ermittelten 
Wassergehalte beruht auf drei Voraussetzungen, welche man bisher 
stillschweigend als erfillt angenommen hat: Zum ersten auf der 
Annahme, daB bei der gewihlten Trocknungstemperatur tatsiach- 
lich alles Feuchtigkeitswasser in Dampfform ibergefiihrt wird, 
also fallweise auch adsorptiv und damit fester gebundenes Wasser; 
zum zweiten auf der Bedingung, daB fallweise im erstarrenden 
Blutkuchen mechanisch eingeschlossenes Wasser ebenfalls zur 
Ginze aus dem inzwischen verfestigten Kuchen ausgetrieben werden 
kann und zum dritten der selbstverstiindlichen Annahme, dab 
wihrend der Trocknung keinerlei chemische Umsetzungen eintreten, 
welche mit Gewichtsveriinderungen der trocknenden Substanz ver- 
bunden sind. 

Dab diese drei Bedingungen nicht ohne weiteres als erfiillt 
angenommen werden kénnen, diirfte eigentlich klar sein; Tatsache 
ist jedenfalls, daB die bei der bisherigen Wasserbestimmung in 
Blut und Serum durch Trocknung gefundenen Werte erheblich 
zu niedrig sind, wortiber der Nachweis zu fiihren sein wird. 

Im folgenden wird eine neue Methode der Wasserbestimmung 
beschrieben, welche sich von den Unzulinglichkeiten der Trocknungs- 
methode dadurch unabhingig macht, daB sie auf jede Erhitzung 
der Substanz iiberhaupt verzichtet; diese Methode wurde zunichst 
zur Wasserbestimmung in Brennstoffen, ferner in technischen Pro- 
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dukten und zuletzt auch in landwirtschaftlichen Erzeugnissen be- 
nutzt und hat zufolge rascher und leichter Durchfiihrbarkeit, ver- 
bunden mit unbedingter Zuverlissigkeit der gewonnenen Befunde, 
rasch Eingang in die Technik gefunden; fiir die Bestimmung von 
Wasser in Blut und Serum wurde sie den hier vorliegenden be- 
sonderen Bedingungen angepaBt, insbesondere wurde dem Umstand 
Rechnung getragen, da der zu untersuchende Stoff, das Blut bzw. 
das Serum, unverhaltnismaiBig héhere Wassergehalte aufweist, als 
die sonst untersuchten technischen Erzeugnisse. Durch die Wahl 
von Kinwagen bis zu 15 g Blut fiir eine Bestimmung — gegen 
bisher zur Trocknung verwendete 2 g bzw. 2 ccm Blut und Serum 
— sind auch die Fehlerméglichkeiten sehr weitgehend ausgeschaltet 
worden. 

Der Gedankengang des neuen Verfahrens ist folgender: 
UbergieBt man z. B. 15 g Blut mit 100g anniihernd absolutem 
Alkohol, so wird der Alkohol durch das im Blut enthaltene Wasser 
verdiinnt; wiirde man beispielsweise den Wassergehalt des Blutes 
zu genau 80°/,, den Gehalt des absoluten Alkohols zu genau 
100°/, annehmen, so enthalt der durch 15 g Blut verdiinnte Al- 
kohol auf 100 g Alkohol 12 g Wasser, der Alkoholgehalt sinkt 


also von 100°/, ab auf 100 — an = 89,3°/,. Besteht die Még- 


lichkeit, die solcherart durch Zusatz einer gemessenen Menge von 
Blut zu einer gemessenen Menge von Alkohol eintretende Ver- 
diinnung des Alkohols genau zu bestimmen, — die Bestimmung 
der Anderung des spezifischen Gewichtes des Alkohols scheidet 
als viel zu ungenau aus — so liBt sich aus der Kinwage an 
Blut, der Menge des verwendeten Alkohols und der in letzterem 
durch den Zusatz des Blutes eingetretenen Verdiinnung jederzeit 
die im Blut urspriinglich vorhandene Menge Wasser berechnen. 
Uber eine solche Methode verfiigen wir und zwar durch die 
Bestimmung des Entmischungspunktes von Gemischen 
wiBrigen Alkohols mit Kohlenwasserstoffen: ein Gemisch von 
gleichen Volumenteilen 95 °/,igem Alkohol und kiuflichem Petroleum 
ist bei Zimmertemperatur klar; wird dieses Gemisch unter stin- 
digem Riihren einer langsamen Abkiihlung unterworfen, so tritt 
bei einer ganz bestimmten und fiir die jeweilige Konzentration 
des Alkohols kennzeichnenden Temperatur Entmischung unter 
Triibwerden der Lésung ein; wir nennen diesen Punkt ,,Ent- 
mischungspunkt“ und die Temperatur, bei welcher Entmischung 
eintritt ,,Mntmischungstemperatur“. 
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Diese Entmischungstemperatur ist fiir ein Gemisch aus gleichen 
Teilen Alkohol und Petroleum eine Funktion der jeweiligen Kon- 
zentration des Alkohols: sie steigt mit steigendem Wassergehalt 
des Alkohols fast geradlinig an, um anderseits fiir weniger ver- 
diinnten Alkohol tiefere Temperaturwerte anzunehmen. Dabei 
kann an Stelle des Petroleum—Kohlenwasserstoffgemisches auch 
ein anderer Kohlenwasserstoff verwendet werden: die absoluten 
Werte fiir die Kntmischungstemperatur verschieben sich dann 
geyen die mit Petroleum gewonnenen Werte, die Funktion als 
solche bleibt bestehen. 

Fiir ein Gemisch aus gleichen Teilen Alkohol und Xylol 
kénnen dann fiir eine Reihe von Alkoholkonzentrationen die Ent- 
mischungstemperaturen bestimmt und zu einer Eichkurve ver- 


on ; ee ee ee ~~ - 














lig. 1. Xylol-Alkohol (100 ccm Alkohol + x g H,O 


einigt werden, die in dem Temperaturbereich 15—20° fast gerad- 
linig ansteigend verliuft — vgl. weiter unten! —; die mit Hilfe 
dieser EKichknrve vorzunehmenden Ablesungen sind sehr genau, 
da bereits eine Steigerung des Wassergehaltes im Alkohol um 
1,0 g, also beispielsweise von 12 auf 13 g Wasser in 100 g Alkohol 
eine Steigerung der Entmischungstemperatur von 6° bewirkt, mithin 
bei Verwendung eines in !/,,° geteilten Thermometers noch 0,015 g 
Wasser genau abgelesen werden kénnen. Bei einer Kinwaage von 
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75 % 60 % 85 % GO% H% be BoccmivOe 








ep ARR RR 6 











gi RRR ara GE nieces 





+ Wt ireaasapibiati ae 





Exakte Schnellmethode zur Bestimmung von Wasser in Blut u. Serum. = 31 


15 g Blut oder Serum kann dann der Wassergehalt bis aut 0,1° , 
Wasser genau bestimmt werden. 


Die Aufstellung derEichkurve. In ein genau gewogenes Kélb- 
ehen von 150 cem Inhalt pipettiert man 11 cem destilliertes Wasser, wiigt 
genau auf der analytischen Wage und pipettiert genau 100 cem 
des zu eichenden Alkohols hinzu; man schiittelt gut durch, bringt 
20 ecem von dem solcherart verdiinnten Alkobol in das weiter unten 
beschriebene ,,SchliffriihrgefiB“, setzt genau 20 ccm wassertreies 
Xylol zu und bestimmt die Entmischungstemperatur und zwar unter 
Anwendung einer Kiltemischung, da bei dieser Verdiinnung des 
Alkohols die Entmischungstemperatur verhiltnismiibig tief liegt; 
wird zur Bestimmung weiterer Punkte der Lichkurve mit héheren 
Wasserzusiitzen gearbeitet, so gelangt man zu Mischungen, welche 
bei Zimmertemperatur bereitstriibsind: durch vorsichtiges Erwirmen 
unter stiindigem Riihren wird dann hier die Temperatur bestimmt, 
bei welcher klare Mischung eben eintritt und es ist zu bemerken, 
daB die abgelesene Temperatur die gleiche ist, ob sie nun durch 
Abkiihlen des klaren Gemisches bis zur eintretenden Triibung, 
oder durch Erwirmung der triiben Mischung bis zur eintretenden 
Klirung bestimmt wird. Den eben beschriebenen Vorgang wieder- 
holt man dann — gegebenenfalls unter Erwairmung der bei Zimmer- 
temperatur triiben Mischung — unter Verwendung von Alkohol 
steiyender Wasserverdiinnung; und zwar mischt man: 11,5 g Wasser 
+ 100 eem Alkohol, 12,0 g Wasser + 100 cem Alkohol, 15,5 g Wasser 
+ 100 cem Alkohol usw., bis zu 15 g Wasser + 100 cem Alkohol 
und bestimmt fiir jede dieser Alkohoiverdiinnungen die Ent- Fig. 2 
mischungstemperatur fiir 20 cem dieses Alkohols mit 20 eem Xylol; 
man erhdlt auf diese Weise 9 Werte fiir die Entmischungstemperatur in 
anniihernd gleichen Abstinden. 

Tragt man nun in ein Koordinatensystem die zur Anwendung gelangenden 
Gramm Wasser als Abszissen auf — am besten im MaBstab: 1 g Wasser 
= 100 mm — und die entsprechenden Entmischungstemperaturen als Ordi- 
naten — 1°C = 10mm, beginnend mit 5° C —, so erhiilt man eine sich 
fast an eine Gerade anschmiegende Kurve, wie dies im Kurvenblatt I zum 
Ausdruck kommt. An Stelle des teuren unvergiillten Alkohols verwendet 
man annihernd absoluten Alkohol von 99,7°/,, wie er ohne weiteres im Handel 
erbiiltlich ist und labt diesen von der Finanzbehérde mit 1°/, Petroleumbenzin 
in der tiblichen Weise vergillen, wobei man gewohnlich 50 Liter Sprit auf 
einmal vergiillen laBt und dann mit dieser Menge etwa 2000 Bestimmungen 
ausfiihren kann; als Xylol verwendet man das technisch reine Xylol des 
Handels, trocknet es iiber Chlorcalcium vor der Aufstellung der Eichkurve 
und reicht hier mit einem Vorrat von 5 Litern fiir ungefiihr 2000 Bestimmungen. 


Der friiher erwihnte Schliffriihrapparat*) ist in der Zeichnung 








*) Der Apparat kann von der Firma Hugershoft, welcher das Verfahren 
geschiitzt ist, in kompletter, betriebsfertiger Form bezogen werden; die Firma 
iibernimmt auch die Aufstellung der Eichkurve fiir eingesandte kleine Proben 
von vergilltem Alkohol und Xylol und stellt das fertige Kurvenblatt zur 
Verfiigung, nach welchem ohne weiteres gearbeitet werden kann. 
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schematisch dargestellt, unter Weglassung der mechanischen Rihr- 
vorrichtung; er besteht aus einem etwa 150 mm langen Reagens- 
rohr von ungefahr 30 mm Durchmesser, welches mittels eines 
Normalschliffes verschlossen werden kann; der VerschluB trigt 
einmal einen Stutzen mit Normalschliff zum Einsetzen des Thermo- 
meters, weiter einen kurzen, engen Stutzen, welcher als Fiihrung 
fir den Riihrer dient. 


Die Ausfihrung der Wasserbestimmung in Blut oder Serum. 


Man pipettiert genau 15ccm Blut oder Serum in einen genau 
gewogenen Krlenmeyerkolben von 150 ccm Inhalt, wiegt genau 
— Gewicht des zur Untersuchung verwendeten Blutes! — pipettiert 
nun genau 100 ccm des vorher geeichten Alkohols hinzu und 
schiittelt gut durch; man kocht nun 10 Minuten lang, um sicher 
zu sein, da8 kein Wasser vom ausgefillten BluteiweiB mitgerissen 
bzw. festgehalten wird, laBt absitzen, bis die dariiberstehende 
Fliissigkeit klar geworden ist, pipettiert von dieser genau 20 ccm 
in das Schliffrihrgefib, pipettiert weiter genau 20 ccm des geeichten 
Xylols hinzu und bestimmt in der firiiher beschricbenen Weise 
genau die Entmischungstemperatur des Alkohol—Xylolgemisches; 
war die Alkohollésung vom Aufkochen noch heib, so kiihlt man 
vor dem Abpipettieren derselben unter der Wasserleitung ab. Man 
greift nun die abgelesene Entmischungstemperatur auf der Ordi- 
natenachse, geht auf dem Kurvenblatt wagrecht nach rechts bis 
zum Schuitt mit der Kichkurve und von diesem Schnittpunkt senk- 
recht abwarts auf die Abszissenachse um auf dieser, die in der 
eingewogenen Menge Blut enthalten gewesene Menge Wasser in 
Gramm direkt abzulesen; diese Menge Wasser, bezogen auf die 
eingewogene Menge Blut, gibt den Wassergehalt des Blutes in 
Prozent; multipliziert man die gefundenen Gramm Wasser mit dem 
Faktor 6,667, so erhilt man den Wassergehalt des Blutes in Volum- 


prozent, somit: 

: : Gramm Wasser gefunden - 100 

Gewichtsprozente Wasser im Blut = e ——- r " 
Gramm Blut eingewogen 


und Volumprozente Wasser im Blut = Gramm Wasser gefunden - 6,667 


Besprechung und Kritik: Gegen die Stichhaltigkeit dieser, 
fiir eine ganze Reihe verschiedenartigster Stoffe — Kohlen, Mine- 
ralien, Nahrungsmittel, Bodenproben, Ernteprodukte, anorganische 
und organische Salze —, bereits erprobte Methode zur raschen 
und zuverlissigen Wasserbestimmung kénnen im vorliegenden Full 
zwei grundsitzliche Bedenken geltend gemacht werden: zum ersten, 
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daB nicht nur das Feuchtigkeitswasser erfabt wird, sondern ge- 
gebenenfalls auch Wasserabspaltung im EiweiBmolekiil stattfinden 
kann und dann der Wassergehalt des Blutes zu hoch gefunden 
werden miBte; zum zweiten, daB die fiir reinen Alkohol aufgestellte 
EKichkurve nicht iibernommen werden diirfe, da gewisse Mengen 
léslicher Stoffe — Cholesterin — bei der Behandlung des Blutes 
mit Alkohol in diesen iibergehen und dann die EKichkurve verfiilscht 
werden kénne. Obschon nach unseren bisherigen reichen Er- 
fahrungen mit der vorgeschlagenen Methode derartige Verfalschungen 
der gefundenen Wasserwerte als unbedingt ausgeschlossen gelten 
durften, haben wir doch den Nachweis hierfiir zu erbringen ver- 
sucht und zwar wie folgt: 0,15 g Cholesterin wurden in 100 ccm 
Kichalkohol gelost und der Wassergehalt dieses Alkohols verglichen 
mit dem Wassergehalt des reinen Eichalkohols: irgendeine Ver- 
schiebung der Entmischungstemperatur war nicht festzustellen, die 
Auflésung des Cholesterins war also ohne jeden EinfluB aut das 
Verhalten des Alkohols gegeniiber Xylol bzw. auf die Lage der 
Entmischungstemperatur geblieben. Weiter wurden 8 g feinst ge- 
pulvertes, reines KiirbissameneiweiB bei 105° im elektrischen Trocken- 
schrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet (96 Stunden) und mit 
100 ccm absichtlich verdiinnten Alkohols genau bekannten W asser- 
gehaltes gekocht, die Lésung absitzen gelassen und die Entmischungs- 
temperatur in bereits bekannter Weise bestimmt; sie war genau die 
gleiche geblieben wie vor der Behandlung des Alkohols mit dem 
KiweiB, irgendwelche chemische Einwirkung des Ejiweibes auf 
den Alkohol oder umgekehrt, welche auf die Entmischungstemperatur 
ausklingt, hat also nicht stattgefunden. 

Die mittels unserer Methode ermittelten Wassergehalte in 
Blut und Serum liegen in allen Fallen hoher als die durch Trock- 
nung ermittelten Werte und zwar, nur etwa 2°/,, also nicht un- 
erheblich hoher; es kann dies kaum iiberraschen: zuniichst mub 
angenommen werden, daB namentlich in den ersten Stadien der 
Erhitzung Wasser vom Blutkuchen zufolge adsorptiver Bindung 
zuriickgehalten wird, daB aber auch bei dauernder Erhitzung in 
der verfestigten Blutmasse schon rein mechanisch kleine Wasser- 
mengen zuriickgehalten werden und dann auch bei langer Trock- 
nungsdauer nicht mehr erfaBt werden kénnen. Davon ganz ab- 
gesehen, diirfte die vorgeschlagene Methode schon deswegen vor- 
zuziehen sein, weil die bisher durch 'Trocknung ohne Luftausschlub 
ibliche Wasserbestimmung im Blut von vorpherein mit vielen 
Unzulainglichkeiten unkontrollierbarer Art behaftet erscheinen mub, 
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iiberdies die neue Methode in 10—15 Minuten Resultate vermittelt, 
zu deren Erlangung bisher Reaktionszeiten bis zu mehreren Tagen 
erforderlich waren. 

Auf die Tatsache, daB die vorgeschlagene Methode mit Vor- 
teil zur Bestimmung des Wassergehaltes von tierischen wie pflanz- 
lichen Geweben, Zellenverbinden usw. herangezogen werden kann, 
soll hier nur vermieden werden. 


Vorstelende Arbeit wurde iiber Anregung und mit Unter- 
stiittzung von Herrn Geheimrat Abderhalden am Universitits- 
institut fiir technische Chemie in Halle durchgefiihrt; wir méchten 
auch an dieser Stelle Herrn Geheimrat Abderhalden fiir die 
stets bereitwillige Unterstiitzung unserer Arbeiten unseren verbind- 
lichsten Dank zum Ausdruck bringen. 


Literatur. 


1. M. Dolchu. E. Strube, Z. Oberschles. Berg- und Hiittenminn. Ver. 
zu Katowice, 1929, H.7. — 2. Dolch, M., E. Poechmueller u. H. David. 
Chem. Apparatur 16, H. 13/14. — 8. Dieselben, Braunkohle 1929, H. 21. 
— 4, Kénig, J., Die Untersuchung landwirtschaftlich wichtiger Stoffe. 
5. Aufl. Berlin 1923. — 5- Mitscherlich, E. A., Bodenkunde. 4. Aufl. 
Berlin 1923. — 6. Nitzsch, W., Fortschr. Landw. 2, 273 (1927). — 
7. M. Dolch u. K. Biiche, Wissensch. Archiv fiir Landwirtschaft, A, 
IV. Bd. 1. Heft, 1930. 








So sv BR RO eRe. 





35 


Zur Kenntnis des Oxydationsvorgangs in Erythrozyten. 
Von 


Karl Zeile und Hans von Euler. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Dezember 1930.) 


An der Oxydo-Reduktion der Kohlenhydrate ist wie in einer 
Reihe von Arbeiten aus diesem Institut!) gezeigt wurde, auBer dem 
Enzym noch ein Co-Enzym, nimlich die Co-Zymase, wesentlich 
beteiligt, die auch in den Erythrozyten reichlich vorkommt?) und 
als Donator wurde die Hexose-di-Phosphorsiure besonders wirksam 
gefunden. 

Da es aus verschiedenen Griinden nicht nur zweckmifig, 
sondern notwendig ist, die mit der Methylenblautechnik gewonnenen 
Ergebnisse durch direkte Messungen der Sauerstoffzehrung zu 
kontrollieren, sind hier seit einiger Zeit Versuche im Gang, den 
EinfluB der genannten Stoffe und anderer beteiligter Aktivatoren 
zu untersuchen. In dieser Hinsicht sollte in erster Linie der hier 
vor lingerer Zeit gefundene*) Aktivator Z in den Kreis der Beob- 
achtungen gezogen werden, an dem kiirglich auch Meyerhof*) 
interessante Ergebnisse erhalten hat. Als Knzymmaterial sollten 
bei unsern Versuchen besonders die roten Blutkérperchen gewahlt 
werden, in welchen das reichliche Vorkommen von Co-Zymase auf 
einen Kohlenhydratabbau schlieBen lieB, welcher mit demjenigen 
des Muskels in naher Beziehung stehen konnte. 





1) Kuler u. Nilsson, Diese Z. 162, 72 u. 264 (1926); 163, 202 (1927). 
Sv. Vet. Akad. Arkiv 9, 38 (1927). Vgl.die Ubersicht in Skand. Arch. f. Physiol., 
59, 201 (1930). 

2) Euler u. Nilsson, Diese Z. 162, 63 (1926). Das Vorkommen yon 
Co-Zymase und Aktivatoren des Kohlehydratabbaues in Erythrozyten gibt 
auch Anhaltspunkte beziigl. der Frage, welche Hexosen und Hexosephos- 
phate darin gespalten werden. 

8) Euler u. Swartz, Diese Z. 140, 146 (1924). Euler u. Myrbiick, 
Diese Z. 141, 297 (1924); 176, 258 (1928). Euler, Brunius u. Proffe, 
Diese Z. 178, 202 (1928) Philipson, Diese Z. 193, 15 (1930). 

*) Meyerhof u. Ken Iwasaki, Biochem. Z. 226, 16 (1930). 

8* 
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Wihrend wir mit dieser Untersuchung beschiftigt waren, er- 
schien eine Mitteilung von Michaelis und Salomon!), die sich 
mit dem bereits von Harrop und Barrow’) beobachteten atmungs- 
steigernden HinfluB des Methylenblaus auf Siugetiererythrozyten 
befaBt, auBerdem von einer iibnlichen stimulierenden Wirkung 
verschiedener Organextrakte berichtet. Namentlich Leberextrakt 
zeichnet sich nach Michaelis und Salomon durch eine auffallende 
atmungssteigernde Wirkung aus, welche die Autoren einem darin 
enthaltenen ,respiratory supplement“ zuschreiben. Anhaltspunkte 
iiber die Natur dieses Stoffes hatten sich nicht gewinnen lassen; 
(slutathion und Cystein erwiesen sich als wirkungslos, Co-Zymase 
und Cytochrom scheiden nach Michaelis aus der Diskussion, da 
Muskelextrakt, der beide Substanzen enthilt, nur sehr schwache 
Effekte ergab. 

In Riicksicht auf die genannte Mitteilung von Michaelis und 
Salomon wollen wir hier in Kiirze iiber unsere Resultate berichten, 
wobei wir gleich vorausschicken, da’ weder Aktivator Z, noch 
Zymophosphat und auch nicht Thiomethylpentose oder Hefen- 
kochsaft einen spezifischen Einflu8 auf die Erythrozytenatmung 
zeigten. 

Nach Erscheinen der Arbeit von Michaelis und Salomon 
wiederholten wir auch die dort beschriebenen Versuche mit Ratten- 
leberextrakt, die wir im groBen ganzen bestatigen kénnen, wenn 
auch die Wirkungsdauer des Effektes bisweilen geringer gefunden 
wurde. 


Methodik. 


Die Messung des Sauerstoffverbrauchs geschah im Respirometer nach 
Barcroft-Warburg. Im Einsatz befand sich 7°/,ige Kalilauge, die Tempe- 
ratur des Bades betrug 37°. Zur Verwendung kamen stets Kaninchen- 
erythrozyten. Das aus der Carotis entnommene Blut (Zusatz von 0,4°/, Citrat) 
wurde zentrifugiert, die Blutkérperchen wurden viermal mit Ringerlésung 
gewaschen, schlieBlich wurde mit Ringerlésung zum urspriinglichen Blut- 
volumen aufgefiillt. Anfangs wurde defibriniertes Biut verwendet, spiiter, um 
mit den Versuchsbedingungen von Michaelis Ubereinstimmung zu erhalten, 
Citratblut. Die Ringerlésung hatte die folgende Zusammensetzung: 0,155 mol.- 
Natriumchloridlésung (9 g NaCl im Liter), 0,155 mol.-Kaliumchloridlésung 
(11,5 ¢ KCl im Liter), 0,11 mol.-Caleciumchloridlésung (mit Silbernitrat zu 
titrieren), 0,0155 mol.-Natriumbicarbonatlésung (13 g NaHCO, im Liter), ge- 
mischt im Verhiltnis 96:2: 2:2. 


') Michaelis u. Salomon, Naturw. 18, 566 (1930). J. of Gen. Phys. 
13, 683 (1930). 
*) Harrop u. Barrow, J. exp. med. 48, 207 (1928). 
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Zwei Priiparate von Aktivator Z mit etwa 6000 bzw. 8000 Z-Einheiten ') 
pro Liter waren von Herrn Assistenten Mag. Philipson bereitet worden, 
die Thiomethylpentose [ein Nebenprodukt bei der Co-Zymasedarstellung ’)| 
verdanken wir Herrn Laborator K. Myrbiick. Das verwendete Hexose-di- 
phosphorsaure Na wurde aus Candiolin dargestellt. 

Die Aktivator-Z-Liésungen wurden mit Ringerlésung auf das3- und 9 fache 
verdiinnt, die Zymophosphatiésung und der Hefekochsaft auf das 5fache, 
von Thiomethylpentose kam eine heiB gesittigte, mit Ringerlésung auf das 
3fache verdiinnte Lésung zur Verwendung. Der Leberextrakt wurde, wie 
bei Michaelis und Salomon beschrieben, durch Anreiben von Rattenleber 
mit der 10 fachen Gewichtsmenge Ringerlésung und nachheriges Zentrifugieren 
gewonnen. Zu der Ringer-Blutkérpersuspension, sowie zu jeder der eben 
genannten Lésungen wurde vor Versuchsbeginn jeweils soviel von einer 
10°/,igen Glucoselésung gegeben, daB die schlieBliche Glucosekonzentration 
0,2°/, betrug. In jeden Atmungstrog wurden je 2 cem Blutkérpersuspension 
gegeben und 2 ccm der zu priifenden Lésung bzw. in den einzelnen Blind- 
versuchen 2 cem glucosehaltige Ringerlésung. 

Die Eigenatmung der Blutkérperchen ist sehr gering, wir fanden 
nicht mehr als 5 ccm O,-Verbrauch pro Stunde durch 2 ccm Sus- 
pension. 

Da wie erwihnt mit Ausnahme der Versuche mit Leber- 
extrakt nie ein Effekt beobachtet wurde, verzichten wir auf die 
Wiedergabe von ‘Tabellen. Lediglich zwei Beispiele, die die 
Atmungssteigerung durch Rattenleberextrakt illustrieren  sollen 
finden hier Platz. 


O,-Aufnahme in Kubikmillimeter. 


Tabelle 1. Tabelle 2. 





Blutk. + 











Blutk. + 
Min. | Blutk. | Le>et- | Leber- Min. | Blutk. | 45" | Leber- 
extrakt extrakt extrakt extrakt 
20 3 — 24 20 -— 4 35 
40 3 “= 38 40 — 6 57 
60 5 3 48 60 6 8 67 
80 6 3 58 SO — — 76 
100 — —-- 100 — - RD 
120 8 4 63 120 10 10 90) 
140 8 4 63 











Auch die Atmung des Leberextraktes allein ist unbedeutend, 
der Mehrverbrauch an Sauerstoff in der Mischung iiberzeugend. 





1) Philipson, Diese Z. 193, 21 (1930). 
2) Diese Z. 177, 237 (1928). 
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Wie jedoch aus den Tabellen hervorgeht, ist der Effekt nicht 
iiber lange Zeitriiume konstant. 

Im allgemeinen kann gesagt werden, daB der an Leberextrakten 
von Michaelis beschriebene Effekt zwar reproduziert werden 
konnte, daB aber die Geschwindigkeit der Sauerstoffatmung der 
Kaninchen-Erythrozyten auch nach diesen Zusitzen im Vergleich 
zu den Atmungen anderer Zellen und Gewebe klein ist. 

Es ist schwierig beim gegenwirtigen Stand unserer Kennt- 
nisse iiber die Oxydationen in roten Blutkérperchen die Atmungs- 
steigerung durch Organextrakt zu diskutieren. Zwar vermégen 
die bisherigen negativen Versuche zur niheren Charakterisierung 
des ,,respiratory supplement“ seine Existenz nicht zu widerlegen, 
doch sind auch andere Erklarungsméglichkeiten von vornherein 
nicht von der Hand zu weisen. 

Man kénnte z. B. die Fragestellung auch umkehren und im 
Zusatz der Blutkérperchen zu Leberextrakt eine Atmungssteige- 
rung des letzteren vermuten. Leberextrakt enthilt ja zweifellos 
Donatoren. Deswegen haben Versuche mit zuckerfreiem Medium 
noch keine eindeutigen Resultate ergeben. Oder aber man kann 
sich vorstellen, daB das desmolytische Enzymsystem des Leber- 
extraktes die zugesetzte Glucose teilweise abbaut und so fiir den 
endgiiltigen oxydativen Abbau vorbereitet. 

In beiden Fallen wiirde diese letztere Abbaustufe von einem 
in den Erythrozyten vorhandenen Oxydationssystem tibernommen 
werden. 

Weniger nahe liegt eine Erklirung, wie sie kiirzlich O. War- 
burg!) fiir den atmungssteigernden Effekt des Methylenblaus finden 
konnte, dergestalt, daB Methimoglobin, das durch Oxydation aus 
Himoglobin entsteht, die Rolle eines Zwischenkatalysators iiber- 
nimmt. Man hat bis jetzt keine Veranlassung im Leberextrakt 
Substanzen anzunehmen, die Haimoglobin zu Methimoglobin oxy- 
dieren kénnten. 

Wenn demnach die Frage noch nicht reif fiir eine endgiiltige 
Kntscheidung ist, so erscheint es doch férderlich, die experimentelle 
‘l'atsache von méglichst verschiedenen Gesichtspunkten aus zu 


betrachten. 


1) Warburg, Kubowitz u. Christian, Biochem. Z. 227, 245 (1930). 





Uber die aktive Gruppe der Katalase. II. 


Von 
Karl Zeile. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm). 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Dezember 1930.) 


Vor kurzem wurde iiber die Auffindung eines Porphyrin- 
Kisenkomplexes in himoglobinfreien Katalaseextrakten aus Pferde- 
leber berichtet!), sowie iiber seine Charakterisierung als fiir die 
enzymatisch-katalatische Reaktion wesentliche Komponente. Hine 
Abtrennung von der katalatischen Wirkung war nicht mdglich; 
auch waren partielle Inaktivierungen, die beim Aufbewahren von 
Rohpriaparaten auftraten, mit einem proportionalen Verlust an 
porphyringebundenem Kisen verkniipft. Weiterhin wurde die Bil- 
dung von dissoziablen Verbindungen der eisenhaltigen Komponente 
mit HCN und H,S spektroskopisch verfolgt und zur Erklirung 
der Giftwirkung durch diese Substanzen herangezogen. Hier seien 
zunichst einige Versuche mitgeteilt, mit denen eine Nachpriifung 
der in der vorhergehenden Arbeit erhobenen Befunde beabsichtigt war. 

Seinerzeit wurden die Katalasepriiparate der Reinigung an 
verschiedenen Absorptionsinitteln unterworfen und dann jeweils 
das Verhiltnis von katalatischer Aktivitit zur Menge des por- 
phyringebundenen Kisens ermittelt. Dieses Verhiiltnis war in allen 


. , " i; - 

Versuchen eine Konstante, der Wert fiir Fer betrug etwa 2500. 
Pep ; 
Bei einem neuen Leberextrakt kam nun auch Tricalcium- 


phosphat als Absorptionsmittel zur Verwendung. Das Katalase- 





praiparat zeigte denselben Wert fiir , gleichgiiltig ob es einer 


| ne (Re 
einmaligen Adsorption an Tricalciumphosphat unterworfen worden 
war, oder ob es auBerdem dialysiert, ein zweitesmal mit ‘T'ri- 
calciumphosphat und anschlieBend mit Aluminiumhydrat gereinigt 
wurde. Derselbe Wert wurde auch erhalten von einem Priparat, 
das nach der Alkoholfallung der Inaktivierung auf 76°/, des An- 
fangswertes iiberlassen worden war. Damit ist auch hier wieder 
TF} bestitigt. Der Absolutwert far 
P 
wurde fiir die Priparate aus diesem Extrakt mit 3400 héher 


die Konstanz des Wertes 


k 
[Fer] 





1) Diese Z. 192, 171 (1930). 
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gefunden, als beim friiher beschriebenen Kxtrakt, wo er 2500 be- 
trug. Inwieweit solche individuellen Schwankungen auftreten, 
wird an gréBerem statistischen Material zu priifen sein. 

Es schien nun von Interesse zu erfahren, ob, und in welcher 
Weise bei Katalasen anderer Herkunft porphyringebundenes Eisen 
am Aufbau beteiligt ist. DaB Extrakte aus Ochsen- und Kaninchen- 
leber dieselben spektroskopischen Kigenschaften zeigten wie Pferde- 
leberextrakte ist weiter nicht tiberraschend. Das Hauptaugenmerk 
war aber auf ein Ausgangsmaterial gerichtet, das genetisch méglichst 
weit entfernt von der tierischen Leber steht, niumlich pflanzliches. 

Es war vorauszusehen, dai die Gewinnung hochaktiver Ex- 
trakte, die fiir die spektrometrische Charakterisierung allein in 
Krage kommen, gréBere Schwierigkeiten bereiten wiirde, als bel 
tierischem Material, da an pflanzlichen Organismen im allgemeinen 
nicht die hohen katalatischen Aktivititen beobachtet werden, als 
an tierischen. Nach einigen Fehlversuchen resultierten jedoch 
brauchbare Extrakte. Als relativ katalasereich waren aus friiheren 
Untersuchungen?) Pilze bekannt; so lieBen sich aus Boletus scaber 
einer Steinpilzart) Extrakte gewinnen, deren Wirksamkeit etwa 
1/49 eines Leberextraktes betrug; es gelang jedoch auf keine Weise 
die stark opaken Extrakte zu kliren, bzw. die sehr hinfallige Ka- 
talase anzureichern und so direkt der spektroskopischen Beob- 
achtung zugiinglich zu machen. Es blieb nur iibrig, sich auf 
eine Bestimmung des Gesamthimochromogens zu_beschrinken, 
das allerdings in sehr reichlicher Menge vorhanden war. Pro 
Kinheit der katalatischen Aktivitit wurde etwa zehnmal soviel 
Himochromogen gefunden, wie in Leberkatalase, doch ist auf 
(grund einer Hiimochromogenbestimmung im Rohextrakt nichts aus- 
zusagen iiber den Ursprung der Haminkomponente, und es ist sogar 
in hohem Mabe wahrscheinlich, daB diese Pilzart, die sehr oxydase- 
reich ist, Hiimin noch in anderer als katalatischer Bindung fiihrt. 

Versuche die Katalase aus lebenden Hefezellen zu isolieren, 
konnten nur friihere Erfahrungen?) bestiitigen, dahingehend, dab 
das Enzym nicht aus der Zelle austritt, auch nicht nach Plas- 
molyse, Narkose (CHCl],) oder Erwiirmen auf 50° In Bestitigung 
der Befunde von Issajew’%) lieBen sich aus Trockenhefe durch 
mehrtigige Extraktion mit Chloroformwasser miBig aktive Ex- 
trakte (2 etwa 50) erhalten, die jedoch nicht fiir weitere Unter- 


') Kuler, Hofm. Beitriige, 7, 1 (1905). 
*) Bach, Ber. chem. Ges. 39, 669 (1906). 
*) Diese Z. 42, 102; 44, 546 (1905). 
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suchungen brauchbar waren, da nicht abtrennbare Cytochromreste 
(Komponente c) erheblich stérten. 

SchlieBlich wurde in Kiirbiskotyledonen, die ebenfalls schon 
als katalasereich bekannt waren’), ein geeignetes Material gefunden. 
Wihrend der Keimung tritt zwischen dem 3. und 6. Tag ein 
Maximum der Katalasetiitigkeit auf. In diesem Stadium geerntet, 
ergaben die Keimlinge Extrakte, deren Wirksamkeit etwa 1/,, eines 
Leberextraktes betrug und deren vdllige Klirung miéglich war. 

Die Extrakte wurden in einer 80 cm langen Kiivette beob- 
achtet; die Anwendung einer solchen war in Anbetracht der Ak- 
tivitiitsverhaltnisse notwendig. 

Tatsichlich war ein Absorptionsspektrum sichtbar, das in 
bezug auf Typus und Lage der Absorptionsstreifen vollkommen 
mit dem an Leberkatalasepriparaten beobachteten iibereinstimmte: 

I. 629 II. 540... 500 

Vor der Beobachtung wurde ein Tropfen verdiinnter Kalium- 
ferricyanidlésung zugegeben, der einen stérenden Absorptionsstreifen 
bei 550 yu, héchstwahrscheinlich herriihrend von Cytochrom c, 
beseitigt. 

Nach Zugabe von KCN dnderte sich das Spektrum in der- 
selben Weise wie bei Leberkatalase beobachtet, so daB nun in 
Ubereinstimmung mit dem seinerzeit beschriebenen KCN-Spektrum 
folgende Absorptionen sichtbar waren: 

I. 589 II. 557 

Das mit KOH, Pyridin und Hydrosulfit erzeugte Himochro- 
mogenspektrum stimmte mit dem aus Chlorhaimin erhaltenen 
iiberein: 1. Maximum bei 557 mu. 

Die Untersuchung der KCN-Hemmbarkeit bestiitigte auch 
fiir die Kirbiskatalase die Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes, 
wie es in der vorigen Mitteilung fiir Reaktion zwischen 1 Mol 
HCN und 1 Mol Porphyrineisen angewandt wurde. Die Disso- 
ziationskonstante der Enzym-HCN-Verbindung wird wiedergegeben 
durch den Ausdruck: 

* . THON] 
K, = = 
h k 
oe - hy 
fiir den Fall, daB HCN im Uberschu8 vorhanden ist, wobei 4, 
die Reaktionskonstante der unvergifteten, k, diejenige der ver- 
gifteten Lésung bedeutet. 


1) Euler u. Moritz, Arkiv f. Kemi, Min. och Geol. Bd. 10 A, Nr. 11. 
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Zunichst ist in der Auffindung der fiir die Leberkatalase 
als charakteristisch gefundenen Spektralerscheinungen in einer 
Katalaselésung aus Pflanzen eine Bestiitigung der in der vorher- 
gehenden Mitteilung erhobenen Befunde zu erblicken. Anderseits 
ergibt sich aus der Ubertragung der an der stabileren und kon- 
zentrierteren tierischen Katalase exakter verfolgbaren Verhiltnisse 
auch fiir die untersuchte Pflanzenkatalase, daB porphyringebundenes 
Eisen der Traiger der Katalasefunktion ist, dariiber hinaus spricht 
die Identitaét der Absorptionsspektren in den intakten Enzym- 
lésungen fiir eine weitgehende Ubereinstimmung der Bindungsart 
des Porphyrin-Kisenkomplexes an den kolloiden Trager. 

Indessen traten auch Unterschiede im Verhalten der Katalase 
zutage. So ist die Dissoziationskonstante der Blausiiureverbindung 
mit Kiirbiskatalase, eine Konstante, die sich mit groBer Genauig- 
keit ermitteln liBt mit einem Wert von 2,87-107—"7 rund 3 mal 
kleiner als die an Leberkatalase gemessene (8,5- 107"). Auch 
ist, soweit es die im experimentellen T’eil diskutierte Genauigkeit 


— der Kiirbiskatalase mit einem vom Leberkatalase- 
ar 
wert deutlich abweichenden Wert zu rechnen; fiir Fe der Kiirbis- 
> 
katalase wurde rund 8000 festgestellt, woraus hervorgeht, daB 
die Kiirbiskatalase pro Aktivitaétseinheit rund 3 mal weniger Kisen 
enthailt als Leberkatalase mit dem Wert 2500. Es ist zu er- 
warten, daB sich solche Konstanten zur naheren Differenzierung 


verschiedener Katalasen heranziehen lassen. 

Vielleicht ist es kein Zufall, daB bei Kiirbiskatalase die Dissoziations- 
konstante der Enzym-HCN-Verbindung gegeniiber Leberkatalase gerade in 
demselben Ma8 vermindert ist, als ihr Gehalt an aktivem Eisen. Das wiirde 
besagen, da8 mit der katalatischen Aktivitiit des Kisens auch seine Affinitat 
zur Blausiure gleichsinnig wechselt. Eine Stiitze erhilt diese Auffassung 
durch Vergleich der Verhiltnisse, wie sie beim freien Hiimatin vorliegen. 

In einer friiheren Untersuchung ') wurden die Erscheinungen der KCN- 
Hemmung beim Himatin recht kompliziert gefunden, doch ergibt sich schon 
aus einer Uberschlagsrechnung, daB die Affinitit des freien Himatins zur 
Blausiiure auBerordentlich viel (etwa 10‘)mal geringer ist als die des katalase- 
gebundenen Komplexes, bei einer etwa 10° mal geringeren katalatischen 
Aktivitiét des Eisens. Nun liegt im freien Hiimatin das Eisen sicher in 
einer anderen Bindung vor als im Enzym, was deutlich aus der spektro- 
skopischen Verschiedenheit hervorgeht; eine einfache proportionale Beziehung 
zur HCN-Hemmbarkeit der Katalasen ist deswegen auch nicht zu erwarten. 
Sollte sich aber eine solche zwischen Eisengehalt und HCN-Hemmbarkeit 
unter den einzelnen Katalasen selbst ergeben, wofiir die Feststellungen an 


zuliBt, fiir 


!) Zeile, Diese Z 189, 127 (1930). 
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Leber- und Kiirbiskatalase sprechen, so wiiren wertvolle Einblicke in den 
Mechanismus der H,O,-Zersetzung zu erwarten. 


Versuche. 


Reinigung der Leberkatalase an Tricalciumphosphat. 


660 ccm eines Leberextraktes 4 (66°/, Wasser, 33°/, Alkohol, 
k = 5100), aus dem durch Zusatz des Alkohols die Hauptmenge 
des EKiweiBes entfernt worden war, wurden, wie friiher be- 
schrieben'), durch Chloroformfillung weiter gereinigt. (Zusatz von 
weiteren 340 ccm Alkohol und Schiitteln mit 300 cem Chloroform.) 
Nach dem Zentrifugieren resultierten 700 ccm himoglobinfreie 
Katalaselésung mit einem k von 4700. Die Lésung enthielt also 
praktisch die gesamte urspriingliche Aktivitit. An 66g Tricalcium- 
phosphat?*) (230 ccm einer 3°/,igen Suspension) wurde das Enzym 
adsorbiert; die Aktivitit der Restlésung entsprach einem & = 15; 
die Adsorption war demnach so gut wie vollkommen. Mit 1°/,igem 
Na,HPO, wurde eluiert, und zwar 3 Portionen 4’ etwa 160 ccm, 
von denen die erste (P,, 165 ccm), die im folgenden allein be- 
riicksichtigt wird, ein & von 9300 besab. Im ganzen wurden in 
den 3 Fraktionen 70°/, der Aktivitit eluiert. In der Lésung P, 
wurde spektrophotometrisch das porphyringebundene Kisen als Hiimo- 


chromogen bestimmt: [Fep] = 2,715 (mg/l), daraus en = 3430. 
fer 


Die Hauptmenge der Liésung P,, 150 ccm, wurde weiterhin 
der Dialyse unterworfen und zwar kam nach ginstig verlaufenen 
Vorversuchen, Pergament als Membran zur Verwendung. Um das 
Uberkriechen der Lésung zu verhindern, wurde der obere Rand 
des Beutels mit etwas Lanolin eingefettet. Die bei Kollodium- 
membranen haufig beobachtete Adsorption des Enzyms trat nicht 
auf, in 150 ccm dialysierter Liésung mit 4 = 8300 wurden 89°/, 
der Gesamtaktivitit wiedergewonnen. Der Reinheitsgrad entsprach 
einem Kat. f von 29000. Es war also auch hier, wie schon 
friiher*) beobachtet, nach einmaliger Dialyse schon ein erheblicher 
Reinigungseffekt erreicbt. 


Handelt es sich darum auf verhiltnismiBig einfache Weise 
ein Katalasepriparat von zufriedenstellender Reinheit zu erhalten 
(Kat. f etwa 30000), so diirfte sich nach gewonnenen Erfahrungen 


1) Diese Z. 192, 175 (1930). 
*) Tsuchihashi, Biochem. Z. 140, 63 (1923). 
3) Diese Z. 192, 182 (1930). 
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folgender Weg empfehlen: Alkoholfallung, Chloroformfallung, Reini- 
gung iiber Al(OH), oder Tricalciumphosphat, Dialyse, wobei die 
Verwendung von Tricalciumphosphat, abgesehen von seiner ein- 
facheren Darstellungsweise vor dem Aluminiumhydrat den Vorzug 
besitzt, daB er das Enzym leichter an sekundires Phosphat ab- 
gibt, wodurch, wenn es wiinschenswert erscheint, konzentriertere 
Knzymlésungen erhalten werden kénnen. 

Die dialysierte Lésung(/)) wurde nun abermals an Tricalcium- 
phosphat adsorbiert. Aus dieser gereinigten Lésung nahm aber 
das Adsorptionsmittel, vermutlich infolge Mangels an geeigneten 
Co-Adsorbentien, weniger Knzym auf, so daB, um eine einiger- 
maBen vollstindige Adsorption zu erzielen, mehr Tricalciumphosphat 
zur Verwendung kam (80 ccm 3°/,-Suspension auf 150 ccm Enzym- 
lésung). Die 1. Fraktion (50 ccm) der darauffolgenden Elution mit 
sekundirem Phosphat besaB ein 4 von 11000; aus ihr wurde durch 
Zugabe von 5ccm 3°/,iger Al(OH),-Suspension ein Teil des Enzyms 
herausadsorbiert, die Restlésung (//a) besaB ein k = 8500. Zufolge 
einer Hiimochromogenbestimmung in derselben war [F ep] 2,450; 

k 
[Fer | 

Durch 14tagiges Stehenlassen eines Anteils der oben er- 
wihnten Rohlésung 4 wurde deren Katalaseaktivitat auf 76°/, der 
urspriinglichen vermindert. Die Reinigung geschah wie oben durch 
Chloroformfallung und Adsorption an Tricalciumphosphat; die 
Elution (J) mit sekundirem Phosphat ergab ein & von 14050; 


= 3300. 


= 3460. 


. io .  & 
[Fep| = 4,27; daraus [Fer] 


: : k . 
In folgender Tab. 1 sind die erhaltenen > Werte mit- 
P 
einander verglichen, sie stimmen innerhalb der Fehlergrenzen 
iiberein. 


Tabelle 1. 








Priiparat, gereinigt durch: | (Fer) 

P,, Phosphatadsorption ......... 3430 
Da, wie P,. auBerdem Dialyse, 2. Phos- 

phatadsorption, Al(OH),-Adsorption . 3460 

J, Inaktiviert, Phosphatadsorption. . . 3300 

. avons 

Mittel fiir ~—-: 3400 


L Fep J 





Semmes 
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Katalase aus Boletus scaber. 


Die Pilze wurden geschilt und von den Lamellen befreit. 
Nach dem Passieren durch eine Fleischhackmaschine wurde der 
Brei mit seiner Gewichtsmenge Wasser angeteigt und nach ?/, Stunde 
zentrifugiert, die Reaktionskonstanten solcher Extrakte (bestimmt 
in 100 ccm, umgerechnet auf die unverdiinnte Lisung) bewegten 
sich um k= 150, sind also etwa 30mal kleiner als die eines Leber- 
extraktes. 

Die Extrakte waren stark triib, es gelang nicht mit gebriiuch- 
lichen Reagenzien sie zu kliren (Kieselgur, Tierkohle, Al(OH)., 
Kaolin, Tannin). Beim Versetzen mit Pyridin, Lauge und Hydro- 
sulfit trat deutliches Hiamochromogenspektrum auf mit dem 1. Maxi- 
mum bei 557 wu. Mit Chloroform iiber Nacht im Eisschrank auf- 
bewahrt, war nur ein relativ geringer Abfall der katalatischen 
Aktivitaét zu beobachten (10°/,); am 2. Tag sank die Aktivitat rascher 
ab (auf etwa 50°/,). 

Extraktion des Pilzmaterials mit sekundirem Phosphat, oder 
bei schwach erhéhter Temperatur (35°) hatte keinen Vorteil. 

Zur Himoglobinbestimmung wurden 180 ccmeines Extraktes mit 
220 ccm Alkohol gefallt. Nach dem Zentrifugieren waren nur noch 
Spuren katalatischer Aktivitit und Himochromogen in der Fliissig- 
keit nachweisbar. Der Riickstand wurde mit 10 ccm Pyridin, 30 ccm 
Wasser und 4 ccm 2/n-NaOH nach Hydrosulfitzusatz digeriert, ins- 
gesamt ergaben sich 46 ccm Suspension. Im klaren Zentrifugat 
wurde das Himochromogen spektrophotometrisch bestimmt. Unter 
der Annahme, daB sich das Himochromogen gleichmaéBig zwischen 
Zentrifugat und Riickstand verteilt, errechnet sich fiir 46 ccm 
Gesamtvolumen eine Himinmenge von 0,8 mg. Diese aus 180 ccm 


Pilzextrakt stammende Menge wiirde auf umgerechnet einen 


Fep 
Wert von von 350 ergeben; es soll jedoch fi dene wahre Grébe 
keinerlei Aussage gemacht werden, da wabhrscheinlich Himo- 
chromogen anderen als katalatischen Ursprungs in erheblicher 
Menge vorhanden ist. Die Zahl bringt aber deutlich den hohen 
Gesamtgehalt an porphyringebundenem Eisen, verglichen mit der 
katalatischen Aktivitaét, zum Ausdruck. 


Katalase aus Kirbiskotyledonen. 
Samen der Kiirbissorte ,LLang gul miarg“ (Samenhandlung 
Weibull, Stockholm) wurde zwischen feuchtem Filtrierpapier keimen 
lassen. Im Maximum der katalatischen Aktivitiit, das gewéhnlich 
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am 5. 'l'age festgestellt wurde, wurden die Keimlinge geerntet, 
Samenschale, Samenhaut und Wurzeln entfernt und die Kotyledonen, 
in der Regel in Portionen von 50 g, mit der doppelten Gewichts- 
menge 5°/, Na,HPO, angerieben. Nach einstiindigem Stehen in 
Eis wurde zentrifugiert, wobei 3 Schichten sich trennten: die 
unterste, eine kompakte Masse aus Zellfragmenten, die mittlere, 
eine milchig triibe Flissigkeit mit der Hauptmenge der gelésten 
katalatischen Aktivitaét, und eine oberste sahneartige, schwer- 
bewegliche Schicht. Die Mittelschicht wurde herausgesaugt, ihr 
k-Wert betrug in der Regel etwa 250. Mit 15°/, Alkohol ver- 
setzt und mit Chloroform durchgeschiittelt, trat kraftige Eiweib- 
flockung ein, die abzentrifugiert wurde. Die Aktivitat der iiber- 
stehenden Lésung wurde durch die Chloroformbehandlung kaum 
vermindert, sofern die Alkoholgabe 15°/, nicht tibersteigt. Ander- 
seits erwies sich die Gegenwart von Alkohol als notwendig, da 
sonst die Fallung sehr unvollkommen war. 

Die resultierenden Katalaselésungeu waren noch miabig ge- 
triibt. Die weitere Klarung wurde mit Tierkohle (1 g auf 50 ccm) 
unter Zusatz von Ather erreicht und zwar ohne Aktivitiitsverlust. 
Nach dem Absaugen von der Tierkohle wurden etwa 5 ccm 3°/,iger 
Tricalciumphosphatsuspension zu 70 ccm Filtrat gegeben und aber- 
mals iiber ein mit Tierkohle bedecktes Filter abgesaugt. Die 
Aktivitat der nun vollig klaren etwas gelblich gefarbten Lésungen 
entsprach der Regel einem k von 200—250. Da die Verarbeitung 
eines 50 g Ansatzes einen Tag in Anspruch nimmt, und an einem 
Katalasepriparat beim Stehen iiber Nacht eine Inaktivierung auf 
60°/, beabachtet wurde, wurde zuniichst von weiteren Reinigungs- 
versuchen Abstand genommen. 

In diesem Zustand waren jedoch die Katalaselésungen zur 
Spektroskopie verwendbar. Als Lichtquelle diente eine Kohlen- 
bogenlampe, zwischen Lichtquelle und Kiivette saB eine Kondensor- 
linse, das aus der Kiivette austretende Lichtbiindel wurde auf den 
Spalt des Spektroskops durch eine Sammellinse konzentriert. Die 
erhaltenen spektroskopischen Daten sind bereits auf 8.41 wieder- 
gegeben. 

Es wurde weiterhin versucht, wie es bei Pferdeleberkatalase 
geschehen ist, auch [Fep] der Kirbiskatalase spektrophotometrisch 
zu ermitteln. Indessen trat jedesmal bei der Erzeugung des 
Himochromogenspektrums eine feine Triibung in der Lésung aut, 
die eine quantitative Messung iiber ein photographisches Verfahren 
ausschloB. Deswegen kam ein subjektives Verfahren zur An- 








er ee 
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wendung, das, wenn es auch nicht die Genauigkeit der Photographie 
erreicht, so doch einen Anhaltspunkt tiber die GréBe von [Fep] 
liefert; das Katalase-Himochromogenspektrum und das Vergleichs- 
hamochromogenspektrum wurden iibereinander projiziert, wobei 
durch geringe Variation der beiden Spaltéffnungen fiir gleiche 
Helligkeit des Spektrums gesorgt wurde. Variabel war die Kiivetten- 
linge der Vergleichslésung in den Stufen —1,0—1,26—1,58—2,0cm, 
die Kiivette mit der Katalasehimochromogenlésung war 14 cm 
lang. Etwa_ gleichstarke Absorption im Vergleichsspektrum 
und Katalasehimochromogenspektrum war sichtbar, wenn die 
Schichtdicke der Vergleichslésung 1,26—1,58 cm betrug. [Fep] 
der Vergleichslésung war 0,172, daraus errechnet sich ein [Fep] 
fiir die Katalaselésung von etwa 0,0172; & der Katalaselésung war 


136, daraus Ret = etwa 8000. Der Wert ist deutlich héher 
Er 


als wie er an Leber-Katalase beobachtet wurde, es sei ibm aber 
vorliufig eine mehr approximative Bedeutung zugelegt, da z. B. 
Zerstérung des Hamochromogens im Augenblick der Abspaltung 
aus der wesentlich empfindlicheren Pflanzenkatalase nicht ganz von 
der Hand zu weisen ist. 


KCN-Hemmung der Kirbiskatalase. 


Analog den beschriebenen Versuchen') wurde die KCN- 
Hemmung bei Enzymkonzentrationen gemessen. Die Konzen- 
tration des Zyankalis war 3-105 molar in der Reaktionsmischung. 
Wie in der letzten Mitteilung festgestellt wurde, besteht bei dieser 
Konzentration nicht die Gefahr einer Zerstérung des KCN durch 
H,O, innerhalb kurzer Zeiten. Da die Reaktionskonstanten meist 
eine ausgeprigt fallende Tendenz zeigten, wurden jeweils die Ti- 
trationswerte zwischen der 1. und 4. Minute zur Berechnung heran- 
gezogen. Die Aktivitit der verwendeten Katalaselésung wurde im 
Doppelversuch ebenfalls zwischen diesen Zeiten ermittelt: 4 = 136. 

In der folgenden Tab. 2 bedeuten die 4,-Werte die aus den 
zugehorigen Titrationswerten (1.—4. Minute) errechneten Reaktions- 
konstanten der mit 3-10~5 molar KCN vergifteten Enzymlésung. 
i, bedeutet jeweils die Reaktionskonstante, die erhalten wiirde, 
wenn die Enzymlésung ohne Gift zur Verwendung kime; z. B. 
wenn von der unverdiinnten Katalaselésung (A = 136) 3 ccm aut 
100 ccm Reaktionsmischung verwendet wiirden, wire ein k-10* 





!) Diese Z. 192, 189 (1980). 
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von 40800 zu erwarten, bei Anwesenheit von KCN resultiert eine 
Reaktionskonstante k, - 10* = 878. 

Nach dem Massenwirkuugsgesetz fiir zwei Komponenten mit 
der einen im groBen UberschuB errechnet sich die Dissoziations- 
konstante der Knzym-HCN-Verbindung: 

k 


7 [HCN] 


Diese Werte sind in der letzten Kolumne eingetragen. 


Tabelle 2. 
KCN = 3-107° molar 





cem KMnQ, k, + 104 | ky, + 10* Kt, + 1077 

$63 

’ Q° o7 
6.65 378 40 800 2,78 
8,6 7 
ae 260 27200 2.87 

zi 
8,72 - ‘ 
ot 133 13600 2,93 
8,80 4 

’ ») € ¢ 
$06 12% 13600 2,80 
8,85 , ‘ 
“er 67 6800 2.95 











Mittel: 2,87- 10-7 fiir X;, 


Zusammenfassung. 


Die friiher erhobenen Befunde, die porphyringebundenes Eisen 
als Triiger der katalatischen Funktion der Pferdeleber charakte- 
risieren, werden bestitigt. Hochwirksame Katalaseextrakte aus 
Kiirbiskeimlingen zeigen in ihrem spektroskopischen Verhalten 
vollkommene Ubereinstimmung mit Leberextrakten, so daB auf 
einen weitgehend analogen Bau der aktiven Gruppe in den unter- 
suchten Katalasen zu schlieBen ist. Individuelle Verschiedenheiten 


“e k e oe . . . - 
wurden an den Werten fiir fPor] sowie fiir die Dissoziationskon- 
ep 


stanten der HCN-Verbindungen wahrgenommen. 


Herrn Assistenten fil. lic, Hellstrém sei fir die freundliche 
Mithilfe bei den optischen Messungen mein warmster Dank aus- 
gesprochen. 
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Synthese von Oxypyrromethenen 
und iiber einige Derivate des Koproporphyrins I.’) 


Von 


H. Fischer und Walter Fréwis. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen ) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Dezember 1930. 


Als Ausgangsmaterial fiir die Synthese des Koproporphyrins | 
dient das kerngebromte Methen folgender Konstitution: 


—T H,C C,H,COOH 
| 1 ian 
Br} CH \ 70H, 
NH N 
I HBr 


Wiirde es gelingen, das «-stindige Bromatom gegen Hydroxyl 
auszutauschen, wiirde ein Oxymethen gebildet, das der Xautho- 
bilirubinsdiure 

Si H,C--—C,H,COOH 


HOL )——_——-CH ~_ 2 CH, 
NH II N 








auBerordentlich iihnlich gebaut ist, und es lag nahe, das Methen | 
fiir solche Versuche heranzuziehen. Die Labilitaét des «-stiindigen 
Bromatoms in Methen J ebenso wie dem analog gebauten aus 
Kryptopyrrol (VII, vgl. spater) war ja von den Porphyrinsynthesen 
bekannt, z. B. bildet sich Koproporphyrin I unter Abspaltung 
von Bromwasserstoff durch Vereinigung von zwei Moll. Fiir die 
Gewinnung des letzteren empfiehlt sich die Verwendung der ver- 
seiften carbathoxylierten Kryptopyrrolcarbonsiure, die direkt der 
Bromierung unterworfen wird.”?) Nach diesem Verfahren wurde 





1) III. Mitteilung iiber synthetische Versuche iiber die Konstitution des 
Gallenfarbstoffs. II. Mitteilung vgl. H. Fischer und J. Miiller: Diese Zs 
122, 72 (1923). 

2) Vgl. H. Fischer und Andersag: Liebigs Ann. 450, 212 (1926). 
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bis zu 300 g Saure tiaglich verarbeitet und die Ausbeute an 
bromiertem Methen bis auf etwa 70°/, verbessert. Die Methen- 
mutterlaugen wurden aufbewahrt und nach mehrmonatigem Stehen 
konnten geringe Mengen Koproporphyrin als Athylester isoliert 
werden. Da das Methen I erst beim Erhitzen auf héhere Tem- 
peratur in Porphyrin iibergeht, ist es wahrscheinlich, dafi in den 
Mutterlaugen noch ein Methen folgender Formulierung: 
H.C ——C,H,COOH HC, C,H,COOH 
Br 3 Ci-———_ 08,Br 
NH N 
II] HBr 





allerdings nur in sehr geringer Menge enthalten ist. Diese methyl- 
bromierten Methene zeichnen sich durch besonders leichte Por- 
phyrinbildung aus und ihre Anwesenheit wiirde die Koproporphyrin- 
bildung erkliren. Alle Versuche, Methen III kiinstlich durch Auf- 
bromieren aus I darzustellen, miflangen merkwiirdigerweise. 
Lediglich ein perbromidartiger Kérper wurde in schén krystalli- 
siertem Zustand erhalten, der beim Trocknen bei 90—120° zwei 
sromatome verlor. Ein typisches Perbromid lag jedoch nicht vor, 
denn mit Aceton war kein Bromaceton nachweisbar und die Ver- 
arbeitung des frischen Bromkérpers auf Koproporphyrin ergab 
auch keine Erhéhung der Porphyrinausbeute. 

Um die Reaktionsfaihigkeit des Bromatoms in Methen I zu 
priifen, wurde zunichst die Umsetzung mit Anilin studiert, die 
beim analogen Kryptopyrrolmethen’) bereits durchgefiihrt war. 
Kort erwies es sich als zweckmiiBig, das freie Methen zu_be- 
nutzen, so auch hier; nur muBte, da das freie Methen von I zer- 
setzlich ist, die freie Base des Ksters Verwendung finden.”) Diese 
reagierte in der Hitze mit Anilin, ein Farbenumschlag zeigt die 
Reaktion an und beim KingieBen in Ather wurde das bromwasser- 
stoffsaure Anilid des Ester—Methens in prachtvollen Krystallen 
erhalten. Auch die freie Base, die ein schén krystallisiertes 
komplexes Kupfersalz gibt, wurde gewonnen. Leider gelang die 
Abspaltung des Anilins nicht, auch Porphyrinbildung ist wohl aus 
denselben Griinden unméglich, deshalb unterwarfen wir die Ester- 
base des Methens I der Einwirkung von Methylamin. Hierbei 


1) H. Fischer und Klarer, Liebigs Ann. 450, 189 (1926); vgl. auch 
H. Fischer, Baumann und Ried], Liebigs Ann. 475, 207 (1929). 
?) H. Fischer und Friedrich, Liebigs Ann. 466, 158 (1928). 
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trat keine Reaktion mit dem «-stiindigen Bromatom ein, dagegen 
entstand ein methylsubstituiertes Saureamid folgender Konstitutions- 


formel: 











O 
' ie : - i 
HCH, .G.NH- CH, H,C, ~—C,H,: @- NH- CH, 
Bre} CH Ol, 
NH IV NH 


Mit methylalkoholischem Kali heB sich nunmehr das e¢-Bromatom 
austauschen und es entstand tolgendes Methoxymethen, wie die 
Elementaranalyse und die Methoxylbestimmung bewies: 














O O 
x > g u Y y J y 
HC C,H, 6. NH- CH, H,C C,H, - 6. NH- CH, 
H,cOol 3 CH \ CH, 
NH V N 


Nach diesem Befunde lag es nahe, auch das Ausgangsmaterial 
selbst, Methen I, der gleichen Reaktion zu unterziehen, und in 
der Tat gelang auch hier glatt der Austausch von Brom gegen 
Methoxyl. Nach Ansiuern der alkalischen Lésung flockt die ent- 
standene Siure zunichst schén gelb aus, verschmiert aber schnell. 
Deshalb wurde sie sofort der Veresterung mit Dimethylsulfat unter- 
zogen und man erhalt dann den schén krystallisierten Kster—Ather. 

Durch Erhitzen mit Natrium—Methylat im Bombenrohr gelang 
es, den Ather—Hster zu verseifen, und man erhiilt nach erneutem 
Verestern mit Dimethylsulfat den Oxymethenester folgender Kon- 
stitution gut krystallisiert: 


H.cC,—0.H, - COOCH, H.C; C,H,- COOCH, 
: | | ‘ i ‘ 
NH VI N 


der der Xanthobilirubinsiure bzw. ihrem Ester entspricht. Hier- 
mit ist zum erstenmal ein Analogon der Xanthobilirubinsiure 
auf synthetischem Wege erhalten. 

Noch einfacher erfolgt die Atherabspaltung unter Schonung 
der Ksterreste in der Resorcinschmelze. Man kann den Oxy- 
methenester auch durch Einwirkung von Silberacetat auf die freie 
Bromesterbase des Methens I gewinnen. Die Silberacetatreaktion 
wurde mit Herrn Adler vor kurzem fiir die Gewinnung der 
Xanthobilirubinsiure selbst aus dem entsprechenden gebromten 
Methen ausgearbeitet. Uber diese Umsetzungen erfolgt demniichst 


Mitteilung. 
4* 





H. Fischer und Walter Fréwis, 


ou 
x 


Das Oxymethen VI entspricht in seinen Kigenschaften durchaus 
der Xanthobilirubinsiure, insbesondere ist die groBe Stabilitit 
bemerkenswert; es gelingt nur schwierig, die Oxygruppe wieder 
riickwirts gegen Brom auszutauschen. Erst beim Erhitzen auf 
180° mit Eisessig—Bromwasserstoff scheint die Reaktion ein- 
zutreten, jedoch nur in Spuren, was geschlossen werden mu aus 
dem spektroskopisch nachweisbaren Koproporphyrin. Die Analogie 
zur Xanthobilirubinsiure ist vollkommen, auch diese ergab nur 
Spuren von Mesoporphyrin!) unter den gleichen Bedingungen. 
Das Oxymethen liBt sich mit Natriumamalgam leicht in die Leuko- 
verbindung iiberfiihren. Das der Bilirubinsiiure entsprechende 
Methan konnte noch nicht isoliert werden. 

Diazobenzolsulfosiure gibt mit der Chloroformlésung des 
Oxymethens eine violette Farbung, ganz analog dem Verhalten 
des Xanthobilirubinsiureesters.2) Der Ather des Oxymethens 
verhilt sich ebenso. 

Bequemer noch wie Methen [| ist das bromierte Kryptopyrrol- 
methen folgender Konstitution durch Bromieren von Kryptopyrro| 
zuginglich : 

H,C, —C,H, H,C, C,H, 


Br. ——CH SZ CUs 
NH Vil N 

Auch hier konnte leicht der Austausch von Brom gegen 
Methoxyl mit Hilfe von methylalkoholischer Kalilauge durchgefihrt 
werden. Die Verseifung der Methoxygruppe li’t sich wieder durch 
Resorcinschmelze vollziehen und man erhalt das entsprechende 
Oxymethen, das noch einer eingehenden Untersuchung unterzogen 
werden soll. 

Methen I ist, wie erwihnt, das Ausgangsmaterial fiir Kopro- 
porphyrin I, das in groBem MaBstab gewonnen wurde, wobei sich 
die Zitronensiureschmelze am besten bewihrt hat. Niheres im 
experimentellen Teil. Die Ausbeute betrug regelmiiBig 25—27°/). 
Im ganzen wurden 580g Methen I verarbeitet, aus denen 100g 
Kopro-tetramethylester erhalten wurden, und es lag nahe, bei dieser 
Gelegenheit noch ganz besonders darauf zu achten, ob bei den 
Umsetzungen nicht noch isomere Porphyrine auftreten. In der Tat 
konnte aus den Mutterlaugen ein in Stiibchen krystallisierender 
Ester gewonnen werden, der jedoch den gleichen Schmelzpunkt 


1) H. Fischer u. Lindner, Diese Z. 161, 1 (1926). 
2) H. Fischer u. Niemann, Diese Z. 127, 321 (1923). 
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250°) besaB wie Koproporphyrinester friiherer Darstellung und 
auch beim Mischschmelzpunkt mit diesem keine Depression gab. 
Dieses Material wurde auch fiir die spiiter zu beschreibende Chlorin- 
lichtreaktion verwandt. Aus den Mutterlaugen der Koproesterdar- 
stellung konnten einige Milligramm eines Ksterporphyrins vom 
Schmelzp. 177° isoliert werden, der mit Koproporphyrin IV keine 
Depression gab. Der Beweis fiir das Vorliegen von Kopro- 
porphyrin IV konnte durch Analyse nicht erbracht werden, weil 
die isolierte Menge zu gering war. Wahrscheinlich wird sich die 
Umlagerungsreaktion mit dem fertigen Porphyrin durch die Zitronen- 
siureschmelze vollzogen haben, wobei durch die gebildete Ameisen- 
siure vielleicht ein ihnlicher EinfluB bewirkt wird wie durch Zink- 
staub—Eisessig beim Mesoporphyrin.’) 

Vom Koproporphyrin I wurden neu dargestellt die komplexen 
Kobalt- und Silbersalze, die beide schén krystallisieren. Das 
Kobaltsalz soll auf sensibilisierende Wirkung untersucht werden 
und zum Vergleich wurde auch das des Iso-uroporphyrins II ge- 
wonnen. Beim Silbersalz ist nach der Analyse nur ein Atom 
Silber komplex eingetreten. Die Zerewitinoffbestimmung ergab 
den Wert Null, also ist das Silber offenbar als zweiwertiges vor- 
handen. Mit Hilfe des Silbersalzes durch Umsetzung mit Jodmethyl 
N-Methylporphyrine zu gewinnen, ist bis jetzt nicht gelungen. 
Das Silber ist relativ locker gebunden; methylalkoholischer Chlor- 
wasserstoff spaltet das Silber quantitativ ab. Die Veresterung des 
Silbersalzes gelingt mit Dimethylsulfat. Erhitzt man das Silber- 
salz mit Ferroacetat und Natriumchlorid, so wird das Silber 
durch Eisen verdriingt uud es entsteht Koprohiiminester vom 
Schmelzp. 245°. Der Koprohiminester wurde in den schén 
krystallisierten Himatinester iibergefiihrt, der vielleicht auch ent- 
steht bei der Umsetzung des Koprohiminesters mit Silberacetat 
in Hisessig. 

Aus dem Hiaminester wurde dann durch Behandlung mit 
metallischem Natrium in Amylalkohol?) das Koprochlorin in schén 
krystallisiertem Zustand gewounen, jedoch war die Ausbeute so 
schlecht, daB wir uns mit der Klementaranalyse begniigten und 
die weitere Untersuchung vorlaiufig nicht fortgesetzt haben. 

Interessanterweise aber lit sich Chlorinbildung durch Be- 
lichtung einer wiBrigen kolloidalen Koproporphyrinlésung innerhalb 


1H. Fischer u. Rothhaas, Liebigs Ann. 484, 85 (1930). 
*) H. Fischer u. Helberger, Liebigs Ann. 479, 35 (1930). 
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weniger ‘l'age erzielen. Der Chlorinstreifen bei 646 entwickelt 
sich bald und man kann das Chlorin leicht vom unverinderten 
Porphyrin trennen. Das Chlorin hat eine niedrige Salzsiurezahl 
und krystallisiert aus der orange fluoreszierenden konzentrierten 
Atherlisung in dunkelgriinen Nadeln aus; leider war die Ausbeute 
so gering, daB die Analyse nicht durchgefiihrt werden konnte; 
auch verhinderte die schlechte Witterung des vergangenen Sommers 
die Darstellung in gréBerem MaBstab. Sie soll baldméglichst nach- 
geholt und auch auf andere kolloidale Porphyrinlésungen tibertragen 
werden, denn die Chlorinbildung durch Sonnenlicht aus Porphyrinen 
scheint uns sehr bemerkenswert zu sein, weil die bis jetzt auf 
synthetischem Wege erhaltenen Chlorine mit Chlorophyllchlorinen 
in ihren Kigenschaften nicht restlos iibereinstimmen, andererseits 
der ,,Lichtweg“ leicht auch unter biologischen Umstinden in Be- 
tracht kommen kann. Nach dem Verhalten scheinen diese Chlorine 
mit dem friiher gewonnenen nicht identisch zu sein. Wahrend 
die synthetischen Chlorine durch Luftoxydation in alkalischem 
Medium sich zu Porphyrin dehydrieren lassen, ist das Lichtchlorin 
unter diesen Umstiinden bestiindig und gleicht in dieser Hinsicht 
den auf oxydativem Wege erhaltenen Chlorinen.') Bei der Re- 
duktion mit Natriumamalgam tritt beim Lichtchlorin Entfirbung 
ein und nach der Reoxydation Porphyrin héchstens in Spuren; 
ganz analog verhalten sich die Chlorophyllchlorine, wihrend die 
synthetischen Chlorine nach der Uberfiihrung in die Leukoverbin- 
dung wieder das Ausgangsmaterial regenerieren. 

Nahe lag es, auf oxydativem Wege die Chlorinbildung aus 
Koproporphyrinester zu erzielen, so wie es erst vor kurzem be- 
schrieben wurde.') Die Reaktion gelingt hier nur in sehr schlechter 
Ausbeute und das entstandene Oxydationschlorin ist spektral von 
dem Lichtchlorin verschieden und unterscheidet sich von diesem 
auch durch erheblich héhere Salzsiiurezahl. 

Vor einiger Zeit wurde mit Hilger’) die Nitrierung des 
Koproporphyrins beschrieben, die genauer untersucht werden 
konnte, weil auf synthetischem Wege das Koproporphyrin ja re- 
lativ leicht zugiinglich ist. Entgegen den friiheren Angaben ist 
das Spektrum des freien Dinitrokérpers und seines Esters iden- 
tisch, wie wir ja stets die Beobachtung gemacht haben, da8 durch 
die Veresterung keine spektrale Anderung erfolgt. Uher einige 


'! H. Fischer u. Rothhaas, A. 484, 85 (1930). 
*) Diese Z. 149, 68 (1925). 
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Verbesserungen der Darstellung des Dinitrokérpers vgl. experi- 
menteller Teil. 

Statt Salpetersiure kann die Nitrierung auch mit Hilfe von 
Nitrit durchgefiihrt werden, das Verfahren hat aber keinen Vor- 
teil vor der Verwendung der Salpetersiiure. Lift man die Sal- 
petersiiure 9—12 Stunden einwirken, tritt weitgehende Aufspaltung 
ein und es konnte die Kiistersche Hiimatinsiiure als Anhydrid 
nachgewiesen werden. Der Dinitroester wurde noch weiter cha- 
rakterisiert durch schén krystallisierte Komplexsalze mit Kupfer 
und Silber. 

Verestert man das Dinitroporphyrin mit 5°/,igem methyl- 
alkoholischem Chlorwasserstoff in der Hitze (der obenerwihnte 
Kster ist in der Kilte durch Sittigen mit Methylalkohol—Chlor- 
wasserstoff dargestellt), so entsteht ein einheitlich krystallisierter 
Ester, der spektroskopisch von obigem verschieden ist und nach 
der Klementaranalyse ein Mononitro-dioxyporphyrin ist. Er gibt 
ein schén krystallisiertes Kupfersalz, das spektroskopisch ver- 
schieden ist von dem obenerwiihnten. Die Absorptionsstreifen 
zeigen die uingekehrte Intensitét. Natiirlich wurde versucht, aus 
dem Nitroporphyrin Aminoporphyrin zu erhalten. Hierbei scheint 
eine komplizierte Reaktion stattzufinden, es laiBt sich neben 
Koproporphyrin Mono- und Dinitroporphyrin isolieren. Spektro- 
skopisch bewirkt der Eintritt der Nitrogruppe eine Verschiebung 
nach Rot, ein Effekt, den bis jetzt immer negative Gruppen her- 
vorgerufen haben. Auffallend ist der Stabilitiitsunterschied zwischen 
Mono- und Dinitroporphyrin. Der Mononitrokérper kann auch 
heiB verestert werden ohne obige Konstitutionsiinderung, wiihrend 
die eingetretene zweite Nitrogruppe ihren Sauerstoff offensichtlich 
leicht iibertrigt; wie die Reaktion zustandekommt, ob z. B. ein 
Kster der salpetrigen Siure als Zwischenprodukt auftritt, muB 
noch naher untersucht werden. 

Endlich wurde versucht, auf dem Umweg des Curtiusschen 
Abbaus ein Tetramino-koproporphyrin zu gewinnen und zu diesem 
Zweck das schon friiher isolierte Koprotetrahydrazid') in gréBerem 
MaBstab gewonner. Auch das Hisensalz des Tetrahydrazids wurde 
hergestellt, durch Umsetzung des Koprohiimins mit Hydrazinhydrat, 
in krystallisiertem Zustand. Wegen seiner Unldislichkeit in allen 
organischen Lésungsmitteln konnte es nicht umkrystallisiert wer- 
den. Ks besitzt alle EKigenschaften eines Hiimochromogens und 





1) H. Fischer u. Friedrich, Liebigs Ann. 466, 161 (1928). 
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ist insbesondere auBerordentlich empfindlich gegen den Sauerstoff 
der Luft. Gelegentlich der Aufbewahrung von etwa 1 g im Stick- 
stoffstrom abgesaugten Materials auf einem Uhrglas wurde nach 
kurzem Stehen an der Luft Aufgliihen des hellrosa gefarbten 
Salzes beobachtet, es verbrannte zu einem roten Pulver, das zu 
75°, aus Kisenoxyd bestand. Das Koprotetrahydrazid wurde in 
itblicher Weise in das Tetrazid verwandelt, ein unstabiler Korper, 
der durch Umkrystallisation etwas haltbarer wird. Das Azid 
wurde nach kurzem Trocknen mit Methylalkohol zum Tetraurethan 
verkocht, das zuniichst nach dem Kinengen amorph ausftlockt, aus 








COOCH, COOCH, 
H,C,——C,H,- NH H,C——=C,H,- NH 
| | | 
he | =" 
NH N 
HC CH 
\ NH N 
—\~. —— - ee Al 
J | 
HN-H,C,——CH, NH -H,C,=—CH, 
H,COOC H,COOC 
Vl 


Chloroform jedoch schén krystallisiert gewinnbar ist. Das Ure- 
than ist ein auBerordentlich bestindiger Kérper; konzentrierte 
Schwefelsiure greift es nicht an, ebensowenig Resorcinschmelze 
bei 200°. Erhitzen mit Salzsiure bei 200° bewirkt anscheinend 
Verseifung, jedoch konnte das zu erwartende Tetramin noch nicht 
in reinem Zustand isoliert werden; die Versuche werden fort- 


gesetzt. 


Versuehe. 


4,3',5'-Trimethyl-3, 4’-dipropionsauremethylester-5-brom- 
pyrromethen. 

Ks hat sich fiir die Herstellung gréBerer Mengen als zweck- 
mibig erwiesen, die friihere Vorschrift*) abzuaindern wie folgt: 

20 g 4,3,’5’-Trimethy] - 3, 4’-dipropionsiure - 5- brom - pyrro- 
methenbromhydrat vom Zersetzungsp. 210° werden mit 200 ccm 
5°/,igem methylalkoholischem Bromwasserstoff 1/,—*/, Stunden am 
Riickflubkiihler gekocht. Es wird dann der Alkohol im Becher- 
glas auf dem Wasserbad so weit abgedampft, bis die Krystallisation 


'! H. Fischer u. Friedrich, Liebigs Ann. 466, 158 (1928). 
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in der Hitze beginnt, und erkalten velassen. Nach kurzer Zeit 
erstarrt die konzentrierte Lésung zu einem Brei starker Prismen, 
die nach dem Absaugen und Waschen mit Ather schén gold- 
braun glanzen und aus Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert 
bei 200° schmelzen. Die Chloroformlésung des abgenutschten 
Krystallbreies wird mit verdiinnter Natronlauge durchgeschiittelt 
und mit Wasser gewaschen, bis sich dieses nur noch schwach- 
gelb farbt, zur Kntfernung des Wassers durch mehrere Lagen 
guten Papieres tiltriert, stark eingeengt, bis keine Chloroform- 
blasen mehr aufsteigen und nun mit der doppelten Menge kalten 
Methylalkohols versetzt, worauf nach kurzem Reiben mit dem 
Glasstab die Esterbase braunrot krystallisiert ausfillt in einer 
Menge von 12—13g. Nach dem Umkrystallisieren aus Chloro- 
form—Methylalkohol ist der Schmelzp. 117°. 


4,3',5 -Trimethyl - 3,4’ - dipropionsiuremethylester- 5 - phenylamino- 
pyrromethenbromhydrat. 

2 g freie Brom-methenester-Base werden in 2—4 ccm Anilin 
gelést und auf dem Wasserbad etwa 1 Stunde lang erwiirmt. 
Schon nach kurzer Zeit erhalt die dunkelbraune Lésung fast 
augenblicklich einen Stich ins Violette, woran eine stattgefundene 
Reaktion zu erkennen ist. Beim Filtrieren der heiBen Loésung 
in Ather fiallt das bromwasserstofisaure Anilid des Methenesters 
in prachtvollen, rotvioletten Krystallen aus. Es ist leicht aus 
Chloroform—Ather umzukrystallisieren und schmilzt dann bei 186°. 


4,475 mg Substanz gaben 9,675 mg CO,, 2,510 mg H,O. 


3,889 mg - ™ 0,279 cem N (17°, 727 mm). 
7,006 mg . s 2,290 mg AgBr. 
©,,H;,0,N,Br (530,20). Ber. C58,84°/, H6,08°/, N7,92°/, Br 15,07°/, 
Gef. ,, 58,96 »> 8,28 »» 8,07 5, 13,90 


Freie Anilidbase. Das violette bromwasserstofisaure Anilid 
wird in Chloroform gelést und mit aufstehender Soda durch- 
geschiittelt, wobei die Farbe nach Gelbbraun umschligt. Man 
wascht nun mit Wasser, trocknet mit viel FlieBpapier, engt die 
Chloroformlésung auf ein ganz kleines Volumen ein, giebt diese 
in die 4—6fache Menge Methylalkohol und kocht kurze Zeit auf. 
Nach einiger Zeit krystallisiert die freie Base in schénen gelben 
Nadeln vom Schmelzp. 145°. 


4,983 mg Substanz gaben 12,675 mg CO,, 3,085 mg H,0O. 
4.230 mg a ‘i 0,352 cem N (17°, 727 mm) 
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C,,H,,0,N, (449,26) Ber. C 69,44°), H 6,95°/, N 9,35°/, Br 0°, 
Gef. ,, 69,37 »» 6,98 »» 9,87 » Spuren. 


Komplexes Kupfersalz der freien Anilidbase. 


0,2 ¢ Anilidmethen werden eben in hei8em Methylalkohol gelést und 
mit etwa 100 Tropfen kalter ammoniakalischer Kupfersalzlésung versetzt. 
Man kocht kurz auf. Nach einigem Stehen scheidet sich das komplexe 
Kupfersalz des Methens in derben Krystallen aus. Es ist ausgezeichnet 
durch einen griinbraunen, metallischen Oberflichenglanz, lést sich in den 
meisten Losungsmitteln mit roter Farbe und schmilzt nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Methylalkohol bei 120°. 


5,263 mg Substanz gaben 12,470 mg CO,, 3,015 mg H,O, 0,433 mg CuO. 
C;.H,,O,N,Cu (960,10) Ber. C 65,00°/, H 6,30°/, Cu 6,62 
Gef. ,, 64,62 , 6,42 » 6,57 


4,3’,-5 -Trimethyl-3,4’-dipropionsauremethylamid-5-brom- 

pyrromethen. 

0,5 g¢ bromierte Methenester-Base werden mit 5—6 ccm ab- 
solutem, etwa 30°/,igem methylalkoholischem Methylamin auf dem 
Wasserbad '/,—1 Minute lang bis zur Lisung gekocht, mit Kork 
verschlossen und in der Kiilte stehengelassen. Es fallt zuniichst 
einige Male die unveriinderte rotbraune Ester-Base aus, die dann 
auf dem Wasserbad wieder in Liésung gebracht wird. Ist dies 
iiber Nacht noch einmal eingetreten, so wird wieder autgekocht. 
worauf sich jetzt bald das substituierte Siureamid in krystallinen 
orangegelben Flocken niederschliigt in guter Ausbeute. Durch 
Zusatz von Wasser liBt sich aus der Mutterlauge eine 2. Fiallung 
gewinnen. Dieses Siuremethylamid ist in wiisserigen Alkalien 
ginzlich unléslich. Zur Reinigung wird es mit Aceton extrahiert. 
Beim Einengen der Acetonlésung scheidet sich das Saiureamid in 
orangefarbenen, flockig zusammengeballten Nadeln aus. Ks schmilzt 
dann bei 212° unter Zersetzung. 

T'rotz dieses hohen Schmelzpunktes ist ein Kindampfen der 
Acetonlésung nahe zur Trockne — selbst auf dem Wasserbad — 
zu vermeiden, weil das Amid sich dabei zersetzt unter Bildung 
schwarzgriiner Schmieren. 

4,084 mg Substanz gaben 8,240 mg CO,, 2,315 mg H,O. 


3,677 mg ” » 0,413 cem N (18°, 718 mm). 
4,690 mg ss » 2,080 mg Agbr. 
5,440 ng - » 6,270 mg AgJ. 


C,,H,,N,BrO, (435,27) 
Ber. C 55,15°/, H 6,25, N 12,87°, Br 18,38°), am N geb. CH, 6,90°,, 
Gef. ,, 55,03 »» 6,34 55 12,49 » 18,87 » o y «+408 
Nach der Analyse ist die Substanz methoxylfrei! 
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Die Bildung dieses substituierten Siiureamides erfolgt all- 
mihlich auch in der Kilte und bei geringerer Methylaminkonzen- 
tration, wenn namlich die Estersuspension etwa 12 Stunden lang 
auf der Maschine geschiittelt wird. 


4,3’,5'-Trimethyl-3, 4’-dipropionsaureamid-5-brom-pyrromethen. 


2 g bromierte Methenester-Base werden mit 10—15 ccm ab- 
soluter methylalkoholischer Ammoniaklisung 5—6 Stunden auf 
100° im Bombenrohr erhitzt. Beim Ofinen des abgekiihlten 
Rohres ist kaum ein Druck wahrzunehmen. Krystallinisch hat 
sich das gebildete Siureamid abgeschieden; es ist gelbbraun. 
Die Ausbeute betrigt 0,8 g. Erhitzt man mit mehr Ammoniak- 
lésung, so erfolet die Krystallisation erst beim Abkiihlen mit Kis. 
In Saéure ist es leicht léslich und in den organischen Liésungs- 
mitteln ziemlich schwer léslich wie das methylsubstituierte Siiure- 
amid. Auch ist es bei gewéhnlicher Temperatur unléslich in 
wisserigen Alkalien, wird aber durch diese leicht hydrolytisch 
aufgespalten in der Hitze. Aus Aceton ist es in gleicher Weise 
rein zu erhalten in Form von kleinen Prismen, die sich bei etwa 
185° dunkel verfarben und sich dann zwischen 260—270° zersetzen. 

4,350 mg Substanz gaben 8,470 mg CO,, 2,300 mg H,0. 


3,815 mg - » 0,448 cem N (18°, 722 mm). 
10,350 mg + » 4,640 mg AgBr 
C,,H.3N,O,.Br (407,13) Ber. C 53,05°/, H 5,69°), N 13,76°/, Br 19,68°,, 
Gef. ,, 53,10 » Oi 5» 13,09 », 19,08 


4,3',5'-Trimethyl-3,4’-dipropionsauremethylamid-5- 
methoxy-pyrromethen. 


1 g orangefarbenes Siiuremethylamid wird mit 50 ccm 
10°/,igem methylalkoholischem Kaliumhydroxyd 1 Stunde lang 
am RiickfluBkiihler auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Das 
sonst schwer lésliche Siiureamid geht bald in Lésung. Man labt 
dann ?/, des Alkohols verdampien, wobei das heller gefiarbte, 
kanariengelbe Siuremethylamid des Methoxymethens in schénen 
Nadeln ausfallt. Zur Lésung des gebildeten Kaliumbromids und 
des iiberschiissigen Kaliumhydroxyds werden nun 30—40 ccm 
Wasser zugegeben. Die gute Ausbeute kann durch vollstiindiges 
Wegdampfen des Alkohols noch etwas erhéht werden. Dieses 
Methoxymethen ist nach der Analyse halogenfrei. In Aceton ist 
es viel léslicher als der Bromkorper, ist so leicht umzukrystalli- 


oe 


sieren und schmilzt dann scharf bei 225°. 
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4,672 mg Substanz ergaben 11,200 mg CO,, 3,255 mg H,0. 
4,212 mg . m 0,551 eem N et 2 : mm). 
3,605 mg - - 2,810 mg AgJ + 3,020 mg AgJ. 
C,,H,,N,O, (386,27) 
Ber. C pris ,» HO 7,88), N14,56°/, OCI 03°, am N geb. CH, 7,78°/, 
Gef. ,, 65,38 4 gee », 14,60 » 8 821 » Be» » OS 


Die Amidspaltung mit Jodwasserstoff ist selbst bei 300° 
auBerordentlich triige vor sich gegangen und es ist daraus der zu 
niedrig gefundene Wert fiir das am Stickstoff gebundene CH, zu 
erkliren, zumal der Gesamtstickstoff gut der Theorie entspricht. 


4,3',5’- Trimethyl -3,4’- dipropionsauremethylester- 
5-methoxy-pyrromethen. 


5 g Brommethenesterbase (Schmelzp. 117°) werden in 100 ccm 
Methylalkohol mit 10 g Kaliumhydroxyd 1 Stunde lang auf dem 
Wasserbad gekocht. Bald scheidet sich Kaliumbromid aus, von 
dem abfiltriert wird. Die alkalische Alkohollésung engt man nun 
auf etwa '/, ein und versetzt sie mit 30—40 ccm Eiswasser, wobei 
keine Triibung zu beobachten ist. Das Kaliumhydroxyd wird mit 
20—25 ccm aufstehender Schwefelsiiture abgestumpft. Nach Zu- 
gabe von 60—80 ccm aufstehender Soda und 10 ccm Dimethyl- 
sulfat schiittelt man dieses Gemisch 5—6 Stunden auf der Maschine. 
Die Alkalitiit wird von Zeit zu Zeit nachgepriift und nach Bedarf 
Soda oder Dimethylsulfat zugegeben. Der Ather—Ester fallt all- 
mihlich krystallisiert aus, man saugt ab, wiischt gut mit Wasser 
und trocknet ihn bei 50—60°% Zur Entfernung beigemengter 
dunkler Schmieren wird er mit Tierkohle in Methylalkohol 1/, bis 
1/, Stunde lang ausgekocht. Nach EKinengen des Alkohols auf ein 
kleines Volumen krystallisiert der Methoxymethenester beim Reiben 
mit dem Glasstab bald in schénen gelben Stibchen aus. Er schmilzt 
bei 88°; mit der Bromesterbase gibt er eine deutliche Depression, 
Die Beilsteinprobe ist negativ. Auch nach der Analyse ist kein 
bestimmbares Halogen mehr vorhanden. Die Ausbeute betrigt 
22.3 ¢ mit Tierkohle gereinigten Atherester. Umkrystallisieren 
laBt er sich aus Alkohol, auch aus Alkohol—Wasser. 


4,786 mg Substanz gaben 11,290 mg CO,, 3,010 mg H,O. 


3,145 mg “ » 0,221 cem N (18°, 719 mm). 
6,327 mg - » 10,246 mg AgJ. 


C,,H,.0;N, (388,24) 
Ber. C 64,91 °, H 7,27 %, N 7,2: 
Gef. ,, 64,35 7,04 1» Cy 


OCH, 23,97 ’ 0 
21,38 
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Unter den gleichen Bedingungen kann man den Austausch 
des Broms gegen Hydroxyl auch direkt beim Bromhydrat des 
Brommethens der Kryptopyrrolcarbonsiiure (Zersetzungsp. 210°) 
erzielen. Das Reaktionsprodukt ist mit dem beschriebenen villig 
gleich. Die Ausbeute des einmaligen Versuchs ist aber viel 
schlechter gewesen. 


4,3',5’- Trimethyl1-3, 4’- dipropionsauremethylester- 
5-oxypyrromethen. 

1 g Bromesterbase (Schmelzp. 117°) wird in 830—40 ccm Kis- 
essig mit 0,6 g Silberacetat 1 Stunde lang im siedenden Wasser- 
bad erhitzt. Nach dem Abfiltrieren nimmt man in Chloroform 
auf, wiischt den Eisessig mit Wasser und Alkali weg. Beim Ver- 
setzen der stark eingeengten Chloroformlésung mit Methylalkohol 
fallt das Oxymethen in gelben Stiibchen vom Schmelzp. 180° aus. 
Die Ausbeute ist 0,2—0,25 g. Die Beilsteinprobe ist negatiy. 

4,847 mg Substanz gaben 11,410 mg CO,, 2,993 mg H,O. 


3,855 mg “ » 0,265 ecm N (19°, 723 mm). 
C,)H,,.0;N, (374,23) Ber. C 64,13° , H 7,00° , N 7,49°,, 
Gef. ,, 64,20 » 6,91 1,65 


Uberfiihrung des 4,3’,5’- Trimethyl-3,4’- dipropionsaure- 
methylester-5-methoxypyrromethens in das Oxymethen. 


1. Durch die Resorcinschmelze. 


\ 


1 g Atherester_ (Schmelzp. 88°) wird mit 4 g Resorcin 
'/, Stunde lang im Olbad bei 170—180° erhitzt. Die Schmelze 
wird in Chloroform—Methylalkohol gelést, das Resorcin und der 
Alkohol mit verdiinnter Natronlauge weggewaschen, die Chloro- 
formlésung auf ein kleines Volumen eingeengt und das Oxymethen 
mit Methylalkohol zur krystallisierten Fiallung gebracht. Es 
schmilzt bei 180°. Der Mischschmelzpunkt mit dem oben be- 
schriebenen Oxymethen hat keine Depression ergeben. Aus 1 g 
Atherester sind 0,25 g Oxymethenester erhalten worden. 


8.855 mg Substanz gaben 4,595 mg AgJ. 
C,oH,.0,N, (374,23) Ber. OCH, 16,58 °/ 
Gef. »» 15,75 


2. Durch Erhitzen mit Methylat. 


\/, ¢ Atherester wird mit Methylat, hergestellt aus 10 ccm 
absolutem Methylalkohol und 0,7 g Na, im Bombenrohr 3 Stunden 
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lang auf 170—180° erhitzt. Das Verseifungsprodukt wird in 
40 ccm aufstehende Soda aufgenommen und mit Dimethylsulfat 
verestert. Der so erhaltene Oxymethenester schmilzt bei 180° 
und ist vollstindig identisch mit den eben beschriebenen Kérpern. 


5-Oxymethen aus der Bromesterbase durch Erhitzen mit Methylat. 


1/, g Bromesterbase (Schmelzp. 117°) wird mit Methylat — 
hergestellt aus 13ccm Methylalkohol und 1 g Natrium — 3 Stunden 
im Bombenrohr aut 170—180° erhitzt. Bei der Aufarbeitung, 
wie sie bei der Atherspaltung durch Methylat beschrieben worden 
ist, erhilt man den gleichen Oxymethenester vom Schmelzp. 180°. 


Farbreaktion des Oxymethens mit Diazobenzolsulfosaure. 


Kine wiibrige Lésung von Diazobenzolsulfosiiure wird mit 2—3 Tropfen 
konzentrierter Salzsiure versetzt und mit der Chloroformlésung des Oxy- 
methenesters — erhalten aus der Resoreinschmelze oder aus der Acetat- 
umsetzung unterschichtet. Nach 24-stiindigem Stehen ist die Wasser- 
schicht deutlich violett und das Chloroform griin geworden. 


Koproporphyrin aus dem Atherester. 


0,1 g Atherester wird mit 10 eem Bromwasserstoffeisessig im Bomben- 
rohr 3 Stunden lang auf 170—180° erhitzt. Man macht unter Eiskiihlung 
alkalisch, filtriert von der vielen Kohle ab, siuert mit Eisessig an und 


nimmt die kleine Menge Porphyrin in Ather auf und reinigt es in der be- 
kannten Weise. Sein Spektrum deckt sich mit dem des Koproporphyrins. 


Reduktion des Methoxymethenesters mit Natriumamalgam. 


twas Methoxymethenester wird in wibrigem Methylalkohol gelést 
und mit Natriumamalgam geschiittclt. Nach einigen Stunden ist die vorher 
coldgelbe Lisung fast farblos geworden; sie ist sehr oxydabel, firbt sich 
beim Ansiiuern, bei lingerem Stehen oder beim Verestern mit Dimethyl- 
sulfat wieder gelb. Das bei der Hydrierung walrscheinlich gebildete Methan 
hat bisher nicht isoliert werden kénnen. 


4,3’,5’-Trimethyl- 3,4’- diathyl- 5 - methoxypyrromethen. 


1g 4,3',5’-Trimethyl-3, 4’-diathyl-5-brompyrromethen (Schmelz- 
punkt 103°) wird in 80 ccm 10°/,igem methylalkoholischem Kalium- 
hydroxyd 1 Stunde lang auf dem Wasserbad gekocht. Vom ab- 
veschiedenen Kaliumbromid wird abfiltriert. Beim Einengen der 
Lésung fillt der Ather in gelben Nadeln aus. Umkrystallisiert 
aus Methylalkohol schmilzt er bei 70°. Die Ausbeute ist 0,7 g. 
Die Beilsteinprobe ist negativ. 
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5,110 ng Substanz gaben 14,0U5 mg CO,, 3,805 mg H,0. 
3,660 mg “ 5» 0,860 cem N (21°, 716 mm). 
5,494 mg Ne » 4,650 mg Agu. 
C,,H,,N,O (272,2) 
Ber. C 14,94°, H 8,88 °/, N 10,29 °/, OCH, 11,40°, 
Gef.  ,, 74,75 », 8,38 5, 10,76 is Si 


4,3',5'- Trimethyl - 3, 4’- diathyl- 5 - oxypyrromethen. 

lg 4,3',5’'-Trimethyl-3, 4’- diithyl-5-methoxypyrromethen wird 
‘/, Stunde lang mit 4g Resorcin auf 170—180° erhitzt. Die 
Aufarbeitung der Schmelze erfolgt in der gleichen Weise, wie es 
bei der Resorcinspaltung des Methoxymethens des Kryptopyrrol- 
carbonsiureesters beschrieben ist. Aus 1 g Methylither sind nur 
50 mg Oxymethen vom Schmelzp. 243° erhalten worden. Unter 
den gleichen Bedingungen ist also die Ausbeute bedeutend 
schlechter ausgefallen. Es liBt sich gut umkrystallisieren aus 
Chloroform—Methylalkohol. 

4,186 mg Substanz gaben 11,375 mg CO,, 3,210 mg H,0O. 


3,325 mg - « 326 cem N (20°, 729 mm). 
im »H2 Ny QO (25 58 20) Ber. GC 74,36 ° 0 H 8,5 99 0/ N 10,85 0 0 
Gef. ,, 74,11 »» 8,58 5, 10,96 


Nach der Analyse ist die Substanz methoxylfrei! 


Bildung von Koproporphyrin I in den Mutterlaugen 
des 4,3’, 5’-Trimethyl - 3, 4’- dipropionsaure - 5- brom- pyrromethen- 
bromhydrats bei gewohnlicher Temperatur und seine Isolierung 
als Tetraathylester. 


Das 4,3’,5’-Trimethy]- 3, 4’- dipropionsiure - 5 - brom - pyrromethenbroin- 
hydrat ist nach den Ang: iben von H. Fischer und Ander sag’) hergestellt 
worden. Durch die Bromierung von je 8 g carboxylierter Kryptopyrrol- 
carbonsiure mit 50 ccm der angegebenen Bromlésung ist es méglich ge- 
wesen, die Ausbeute um '/, der Theorie, niimlich von 45 auf 70°/, zu steigern. 
In den Mutterlaugen dieses Methens ist zuniichst keine Spur Porphyrin zu 
finden. Man liiBt sie in der Porzellanschale eindunsten auf etwa ', ihres 
Volumens; bei gréBeren Mengen dauert dies im Sommer 4—5 Wochen, im 
Winter 21/,—38'/, Monate. Erst nach dieser Zeit ist Porphyrinbildung wahr- 
zunehmen. Vom Methen, das in geringer Menge noch ausgefalien ist, wird 
abfiltriert. Mit Natriumacetat flockt man aus und nimmt das Farbstoff- 
gemisch Porphyrin-Methen in viel Ather auf. Das meiste im Ather geliste 
Methen 14Bt sich durch Auswaschen mit Wasser entfernen. Zur weiteren 
Reinigung treibt man das Porphyrin zwischen 1),"/,iger HCl und Ather hin 
und her, bis der Ather schén purpurrot wird por das reine Porphyrin- 
spektrum zeigt. Jetzt zieht man mit wenig 10°,iger HCl aus, macht mit 


') Liebigs Ann. 450, 212 (1926). 
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Ammoniak alkalisch und siiuert mit Eisessig gut an, wobei das Porphyrin 
sich flockig abscheidet. Die Flocken werden abfiltriert, im Trockenschrank 
getrocknet und samt dem Filter mit absoluter 5°),iger iithylalkoholischer 
HCl verestert durch 1-stiindiges Kochen am RiickfluBkiihler. Dem Filtrat 
setzt man Chloroform zu und wiischt nun mit Wasser die Siure und den 


Alkohol weg, bis das Spektrum neutral geworden ist. — Eine gréBere Menge 
Salzsiiure kann man ruhig mit Natronlauge wegnehmen. — Die Chloroform- 


lisung wird durch viel FlieBpapier vom meisten Wasser befreit, stark ein- 
geengt und mit der 3—4-fachen Menge heiBen Athylalkohols versetzt. Der 
Koproporphyrin-tetraiithylester fiallt in gut krystallisierten Nadeln aus, 
schmilzt bei 226°') (korr.) und ist weiter sowohl dem Spektrum wie dem 
Mischschmelzpunkt nach vdéllig identisch mit dem Koproporphyrin-tetraithy!- 
ester, der iiber die Citronensiureschmelze erhalten worden ist. 


Isolierung eines bei der Citronensaureschmelze gebildeten 
Koproporphyrins IV. 


Das Porphyrin der letzten Mutterlaugen, die bei der Darstellung von 
40 g Koproporphyrin-tetramethylester iiber die Citronensaiureschmelze an- 
fallen, ist nach dem Verseifen und Ausflocken nicht mehr zur Krystalli- 
sation zu bringen durch Kochen mit alkoholischer Salzsiure, obwohl das 
Spektrum von groBer Reinheit ist. Die alkalische Lésung wird daher mit 
Kisessig angesiiuert und mit Ather ausgezogen. Das Porphyrin dieser Ather- 
lésung ist jetzt nach der eben beschriebenen Weise leicht in ein krystalli- 
siertes Methylestergemisch yom Schmelzp. 150° iiberzufiihren. Eine teilweise 
Trennung gelingt durch fraktionierte Krystallisation aus Chloroform-Methyl- 
alkohol. Die 1. Fallung ist unscheinbar, sie schmilzt wieder bei 150°. Was 
nun nach einiger Zeit im Filtrat zur Abscheidung gelangt in geringer Menge, 
besteht aus einheitlichen, makroskopisch groBen SpieBen, die mehrere Male 
umkrystallisiert bei 177° schmelzen. Der Mischschmelzpunkt mit dem Ester 
von Koproporphyrin LV, dessen Schmelzpunkt zwischen 182—183° liegt, ist 
178°. Spektroskopisch ist kein Unterschied zu erkennen. Wahrscheinlich 
handelt es sich um den Tetramethylester des Koproporphyrins LV. 


Bildung von Porphyrin durch Einwirkung von 
konzentrierter Schwefelsdure auf das 4,3’,5’- Trimethyl- 
3, 4- dipropionsaure - 5 - brom - pyrromethenbromhydrat. 


Das rote Methen vom Zersetzungsp. 210° lést sich zunichst braunrot 
in konzentrierter Schwefelsiiure. Nach etwa '/, Stunde hat sich die saure 
Lésung griin gefiirbt; diese ist tiber Nacht stehengelassen worden, ohne 
daB eine Anderung zu erkennen gewesen wiire. Wegen der allzu groBen 
Verdiinnung ist das saure Porphyrinspektrum nicht wahrzunehmen. Man 
giebt auf Eis, neutralisiert die Schwefelsiure mit Natriumacetat und nimmt 
den Ather auf, in dem jetzt deutlich das neutrale Porphyrinspektrum sicht- 
bar ist. 

Ganz rein erhalt man es wieder, indem der Farbstoff zwischen 
',° ,iger HCl und Ather hin und her getrieben wird. Das Porphyrin hat 





1) H Fischer u. Andersag, Liebigs Ann. 408, 129 (1927). 
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sich jedoch unter EinfluB konzentrierter Schwefelsiure nur in Spuren ge- 
bildet und ist daher seine Identitiit mit Koproporphyrin nur spektroskopisch 
festgestellt worden. 

Der Versuch mit dem dunkleren, bromreicheren Methen der Mutter- 
laugen, das sich bis 300° nicht zersetzt, hat kein anderes und kein besseres 
Ergebnis gebracht. 


Komplexes Kobaltsalz des Koproporphyrin-tetramethylesters. 

0,1 g Koproester wird in 4—5 ccm Kisessig mit viel iiber- 
schiissigem Kobaltacetat am RiickfluBbkiihler gekocht, bis das 
Porphyrinspektrum ganz in das des Salzes iibergegangen ist. Dies 
ist meist nach 5 Minuten der Fall. Man nimmt in Chloroform 
auf, filtriert, wischt den Kisessig weg, trocknet, engt ein und 
gieBt in Ather, wobei das Kobaltsalz in rotvioletten Nadelchen 
vom Schmelzp. 270° ausfallt. Wenn nach lingerem Kochen noch 
Spuren Porphyrin unverindert geblieben sind, so arbeitet man 
doch am besten die Lésung auf und kocht das noch unreine Salz 
aufs neue mit viel Kobaltacetat in Eisessig. 


4,194 mg Substanz gaben 9,610 mg CO,, 2,170 mg H,O, 0,460 mg Co,0,. 


3,330 mg - 5, 0,221 ecm N (16°, 716 mm). 
C,,H,O,N,Co (763,32) 
Ber. C 62,55 °/, H 5,78 °/, N 7,30 %, Co 7,68 °/, 
Gef. ,, 62,49 »> 5,79 55 1,39 ,»» 8,05 


Spektrum in Chloroform: 
5. 585,0—543,0 ; II. 527,4—509,7 (sehr schwach); E.-Abs. ab 


554,0 518,5 








etwa 434, 

Der Co-Ester ist leicht zu verseifen. Man kocht mit wenig 
Natronlauge 10—12 Minuten. Beim Ansduern mit verdiinnter 
Schwefelsiure flockt das freie Kobaltsalz aus. 


Kobaltsalz des Iso-uroporphyrin-octamethylesters II. 


0,1 g Octamethylester des Iso-uroporphyrins II wird in 
20 ccm Kisessig aufgeschlammt und mit einem ziemlichen Uber- 
schuB von festem Kobaltacetat 5—10 Minuten gekocht, bis alles 
Porphyrin in Lésung gegangen und das reine Salzspektrum sicht- 
bar geworden ist. Man arbeitet die Salzlésung in der bekannten 
Weise auf. Nachdem die Chloroformlésung auf '/,—1 ccm ein- 
geengt worden ist, fallt man mit heiBem Methylalkohol das rot- 
violette Kobaltsalz des Iso-uroporphyrinesters. Es krystallisiert 
in kleinen Nadeln, schmilzt nach 5maligem Umkrystallisieren 
bei 316° und zersetzt sich dann zwischen 320—3825’. 


5 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCV. 
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4,819 mg Substanz gaben 10,150 mg CO,, 2,370 mg H,O, 0,765 Co SQ,. 
2,970 mg ‘“ 5 0,169 cem N (16°, 711 mm). 

C,,H,,0,,N,Co (999,40) 
Ber. C 57,63 %/, Il 5,24 °/, N 5,61 °%, Co 5,90 °), 
Gef.  ,, 57,44 », 9,50 », 6,08 » 6,04 
Spektrum in Chloroform: 
I. 565,1—543.6 ; II. 525,6—510,5 (sehr schwach); E.-Abs. ab 








554,8 518,1 
etwa 417. 


Silbersalz des Koproporphyrin-tetramethylesters. 

1g koproester wird in 15—20 ccm KEisessig suspendiert, 
erhitzt und mit einem UberschuB von festem Silberacetat etwa 
2 Minuten lang im Sieden gehalten, unter Umstainden ist mehr 
Silberacetat notwendig und man kocht dann so lange, bis sich 
das ganze Porphyrin gelést hat und bis eine Probe in viel Chloro- 
form das reine Salzspektrum aufweist. Die Eisessiglésung wird 
nun mit der 2—3fachen Menge Chloroform gemischt und ab- 
filtriert. Den Kisessig wischt man weg, trocknet mit Papier, 
dampft die Chloroformlésung auf etwa 20 ccm ein und versetzt 
dann mit 25 cem heiBem Methylalkohol. Bald fallt der Ester 
des Silbersalzes in kleinen Prismen oder Nadeln vom Schmelz- 
punkt 286° aus in einer Menge von 0,8 g. Die Mutterlauge wird 
in Chloroform aufgenommen, der Alkohol weggewaschen. Man 
erhilt dann noch 0,2 g mit niedrigerem Schmelzpunkt. 

3,737 mg Substanz gaben 7,985 mg CO,, 1,865 mg H,O, 0,491 mg Ag. 

3,395 mg rm » 0,201 eem N (19°, 719 mm). 

CH ygOgNyAg (817,48) 

Ber. C 58,74 %, H 5,55 °/, Ag 13,20 °/, N 6,85 °/, 

Gef. ,, 58,27 y 5,58 ,, 13,14 » 6,54 

Das Silber ist als zweiwertig in die Berechnung gestellt 
worden. Denn bei der Bestimmung des aktiven Wasserstoffs 
nach Zerewitinoff, die von Herrn Dr. Rothemund ausgefihrt 
worden ist, hat sich kein Methan gebildet; der Wert des aktiven 
Wasserstofies ist also Null. 

Spektrum in Pyridin: 

I. 571,4—552,0 (stark und scharf); II. 536,6—523,0 (schwicher) 

561,7 529,8 

E.-Abs. ab etwa 429. 

Silbersalz des Koproporphyrins. Der Ester des Silbersalzes 
wird mit 10°/,iger Natronlauge 10—15 Minuten im siedenden Wasserbad 
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erhitzt; ohne Riicksicht auf die unvollstiindige Verseifung wird abfiltriert, 
weil beim langeren Erhitzen das Silbersalz teilweise Zersetzung erleidet, 
was an dem Auftreten des alkalischen Porphyrinspektrums leicht zu er- 
kennen ist. Schonender scheint die Verseifung zu erfolgen durch liingeres 
Kochen mit Cyankalium in 90 °/,igem Athylalkohol. Die alkalische Lésung 
wird mit Eisessig schwach angesiuert. Das freie Silbersalz scheidet sich 
in gallertartigen Flocken aus, die man absitzen lit, dann absaugt und nun 
1 Stunde lang mit heiBem Wasser behandelt. Man saugt wieder ab und 
trocknet im Trockenschrank. Zuerst lést es sich auch in der Siedehitze 
schwer in Pyridin. Beim Abdunsten der Pyridinlésungen im Vakuum 
krystallisiert das treie Silbersalz in feinen rotbraunen Nadeln. Die eben 
noch feuchte Krystallisation wird in Ather aufgenommen, abgesaugt, mit 
Ather gewaschen und bei 110—120° getrocknet. Es ist jetzt in Pyridin 
sehr leicht léslich. Ebenso wird es leicht von Natriumbicarbonat auf- 
genommen und bleibt darin in Lésung auch nach 1'/, stiindigem Einleiten 
von Kohlensiure. 

5,462 mg Substanz gaben 11,440 mg CO,, 2,045 mg H,O, 0,745 mg Ag. 


3,107 mg “* » 0,207 cem N (16°, 726 mm). 
C;,H,,0,NsAg (760,2 

Ber. C 56,83 °/, H 4,78 °/, Ag 14,19 °/, N 7,379, 

Gef. ,, 57,12 » 4,92 », 13,64 a ae 


Das Spektrum in Pyridin deckt sich mit dem des Esters. 


Riickveresterung des freien Silbersalzes. 


Die Lésung von 0,1 g Silbersalz in 15—20cem aufstehender Soda 
wird mit 1—2 ccm Dimethylsulfat einige Stunden geschiittelt. Die Reaktion 
mu8 stets alkalisch sein, da sonst auch das freie Silbersalz unverestert aus- 
fallt in amorphen Flocken, die dann wieder mit Alkali in Lésung zu bringen 
sind. Je nach Bedarf gibt man also mehr Soda oder Dimethylsulfat zu. 
Was im alkalischen Medium sich abscheidet, ist das wieder veresterte 
Silbersalz, das sich im Gegensatz zum freien Silbersalz in heiBem Chloro- 
form leicht lést und durch Einengen und Versetzen mit Methylalkohol 
krystallisiert erhalten werden kann. Der so gewonnene KO6rper ist chemisch 
wie physikalisch véllig identisch mit dem Ester, durch dessen Verseifung 
vorher das freie Silbersalz hergestellt worden ist. Der Mischschmelzpunkt 
hat keine Depression gezeigt. 


Spaltung des Silberesters durch Cyankalium und Eisessig. 


50 mg Ester des Silbersalzes werden mit Eisessig und Cyankalium 
5—10 Minuten unter RiickduB gekocht. Die Lésung zeigt dann das reine 
neutrale Porphyrinspektrum und einen geringen Niederschlag, von dem 
abfiltriert wird. Dieser besteht aus Silbercyanid, das sich in Ammoniak 
lést und daraus wieder mit verdiinnter Salpetersiiure gefiillt wird. Das 
Porphyrin im Filtrat wird in Chloroform aufgenommen und in der be- 
kannten Weise ist daraus der krystallisierte Koproporphyrin-tetramethy|- 
ester vom Schmelzp. 250° (korr.) gewonnen worden. 

Analog verliuft die Spaltung beim Kochen des freien Silbersalzes mit 
methylalkoholischer Salzséure: in Silberchlorid und Koproporphyrin. 


* 
5 
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Koprohaminester aus dem Silbersalz. 


0,2 g Ester des Silbersalzes werden in einer Ferroacetat— 
Eisessiglésung, der wenig Kochsalz zugegeben worden ist, auf- 
geschlimmt und 3/, Stunde am Riicktlubkiihler gekocht. Silber- 
chlorid scheidet sich ab, die vorher rote Lésung wird braun und 
das Himinspektrum tritt auf. Man versetzt mit Chloroform und 
isoliert daraus den Tetramethylester des Koprohimins. Um- 
krystallisiert aus Chloroform—Ather, schmilzt er bei 245° wie der 
Himinester, der direkt aus Koproporphyrinester dargestellt worden 
ist. Der Mischschmelzpunkt bringt keine Erniedrigung. Weiter 
stimmen die spektroskopischen Werte wie die der Analyse iiberein. 

4,916 mg Substanz gaben 10,805 mg CO,, 2,525 mg H,O, 0,452 mg Fe,Og. 

7,000 mg - »  1,220mg AgCl. 


C,,H,,0,N,FeCl (799,68) 
Ber. C 60,03 °/, H 5,54 °/, Fe 6,98 °/, Cl 4,43 %, 














Gef. ,, 59,94 yD, TD , 6,43 » 4,31 
+ Pyridin + 1 Tropfen 
Spektrum in Chloroform: Hydrazinhy drat. 
I. ... 648,6—633,0 I, 552,2—544,9 (sehr scharf) 
—-640,8 548,6 
II. ... 551,5—529,3 If. 521,6—516,4 (unscharf) 
540,4 519,0 
III. Schatten max. bei etwa 504,6 
E.-Abs. ab etwa 434. ki.-Abs. ab etwa 435. 


Umsetzung des Koprohaminesters mit Silberacetat. 


0,3 g Koprohiiminester werden in Kisessig mit einem groBen 
UberschuB von festem Silberacetat 2 Stunden lang am RiickfluB- 
kithler gekocht. Das neue Spektrum ist sehr verwaschen und 
erinnert an das des Hamatinesters. Man versetzt mit Chloro- 
form, filtriert, wischt gut mit Wasser, dampft das Chloroform 
ginzlich ab, nimmt auf in wenig Eisessig und gibt viel Ather zu. 
Uber Nacht sind derbe Prismen vom Schmelzp. 193° ausgefallen. 

4,940 mg Substanz gaben 11,020 mg CO,, 2,590 mg H,O, 0,485 mg 
Riickstand, anscheinend Fe,O,. 

3,887 mg Substanz gaben 0,231 cem N (19°, 725 mm). 

C,,H,,0,.N,Fe (823,25, Hiiminacetatester) 
Ber. C 61,24 °/, H_ 5,75 °/5 N 6,80 °/) Fe 6,78 °/, Cl 0%, 
Gef. ,, 60,84 »» 9,07 », 6,62 », 6,86 Spuren. 


Die Werte sind aber auch dhnlich denen des Koprohimatinesters, 
wenn dieser aus Eisessig-Ather umkrystallisiert wird. 





ape 
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+ Pyridin + 1 Tropfen 

















Spektrum in Chloroform: Hy drazinhy drat. 
I. 641,7—624,5 (sehr verwaschen) I. 552,2—544,9 (sehr scharf) 
633,1 548,6 
II. 604,5—569,6 __,, - IT. 521,6—516,4 (unscharf) 
587,0 519,0 
Ill. 548,0—531,6 + s 
539,8 
E.-Abs. ab etwa 506. E.-Abs. ab etwa 435. 


Der Charakter des Eisensalzes zeigt sich deutlich im scharfen 
Himochromogenspektrum. 


Koprohamatin-tetramethylester. 


Die Chloroformlésung von 0,5 g Koprohiminester wird mit 
etwa 10°/,iger Sodalésung gut durchgeschiittelt. Die braune 
Himinfarbe der verdiinnten Lésung ist nun schén gelbrot und hat 
ein neues, sehr verwaschenes Spektrum. Aus dem mit Papier 
getrockneten und eingeengten Chloroform wird mit Ather der 
Himatinester in derben Prismen vom Schmelzp. 215° gefillt. 

5,485 mg Substanz gaben 12,480 mg CO,, 3,000 mg H,O, 0,575 mg Fe,O,. 

2,940 mg - . 0,206 cem N (18°, 719 mm). 

4,385 mg ” » 5,095 mg AgJ. 

C,,H,,0,.N,FeOH (781,23) 
Ber. C 61,58°, H 5,80°/) N 7,17, Fe 7,15°%, OCH, 15,87 °/, 
Gef. ,, 62,05 » 6,26 9 1526 7,35 » 15,39 


Chlor ist nur noch in Spuren gefunden worden. 


Spektrum in Chloroform (sehr verwaschen): 
I. 607,7—587,2 ; It. 571,3—554.0 ; E.-Abs. ab etwa 440. 
597,5 562,7 
Spektrum in Chloroform + Pyridin + 1 Tropfen Hydrazin- 
hydrat. 
Das Hiimochromogenspektrum tritt schlagartig auf. 
I. 552,2—545,8 ; «II. 521,7—-514,9; —-E.-Abs. ab etwa 439. 
548,7 518,3 
Wird dieser Hiimatinester in Kisessig gelést, so kehrt die 
Farbe und das Spektrum des Himins wieder. Auf Zusatz von 
Ather fallen aus der konzentrierten Kisessiglésung nach einiger 
Zeit nicht mehr Prismen, sondern schéne Nadeln vom Schmelz- 
punkt 210°, deren Chloroformlésung nur ein verwaschenes breites 
Band aufweist. 
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4,734 mg Substanz gaben 10,505 mg CO,, 2,435 mg H,O, 0,422 mg Fe,0,. 
5,290 mg ma m 5,470 mg AgJ. 
3,550 mg ’ ‘. 0,224 cem N (18°, 717 mm). 


Gef. C 60,52% H 5,76°%, Fe 623°, N 6,98, OCH, 13,66 %, 
Chlor ist nur noch in Spuren vorhanden gewesen. Diese 
Analysenwerte gleichen denen des Umsetzungsproduktes von 
Koprohiiminester mit Silberacetat. 











Spektrum in Chloroform: + Pyridin + Hydrazin. 
606,3—571,7 (sehr verwaschen) I. 552,5—546,0 (sehr scharf) 
589,0 548,9 
Il. 523,0—512,5 (unseharf) 
517,8 
K.-Abs. ab etwa 486. E.-Abs. ab etwa 441. 


Oxydation des Koproporphyrinesters mit Wasserstoffsuperoxyd. 


0,1 g¢ Koproester wird in 4—5 cem konz. Schwefelséiure gelést. Aus 
der Biirette 14Bt man héchstens 5 mal je 1 cem 3°/,iges Wasserstoffsuperoxyd 
zuflieBen in ganz kurzen Zwischenriumen, ohne zu kiihlen. Schon bei den 
ersten Tropfen firbt sich in der Reaktionshitze von konz. Schwefelsiure- 
Wasser die Koprolésung dunkler und neben dem sauren Porphyrinspektrum 
erscheint im Rot ein starker Zersetzungsstreifen. Durch Kiihlung wird die 
Oxydation so gut wie ganz verhindert. Das heiBe Gemisch wird gleich auf 
etwa 30 g Eis gegossen und nun mit Ather der durch Oxydation entstandene 
Farbstoff herausgezogen. Das verseifte Koproporphyrin bleibt infolge der 
niedrigen Siiurezahl in der sauren Liésung zuriick. Die Atherlésung hat 
einen Stich ins Violette auch dann noch, nachdem das mitgerissene Kopro- 
porphyrin mit '/,°/,iger Salzsiure entfernt worden ist. 


Spektrum in Ather: 
I. 650,6—636,8 (stark); II. max. 614,83; III. 599,2 ... 590,7—587,0 ; 














643,7 588,8 
IV. 550.5—538,1; V. 515,8—499,6 ; E.-Abs. ab etwa 487. 
544,3 507,7 


Spektrum in 12°/,iger Salzsiure: 
I, 627,0—618,9; II. 585,0—564,8 ; III. 548,8—515,7; (sehr schwach) 
623,0 574,9 532,2 
K.-Abs. ab etwa 433. 

Die saure Lésung ist griinlich. Beim Abstumpfen der Siiure flockt 
der Farbstoff aus, hat aber wegen der schlechten Ausbeute nicht durch Ver- 
esterung gereinigt und zur Analyse gebracht werden kénnen. 

Koproporphyrinsulfat. In der zuriickgebliebenen schwefel- 

sauren Liésung des H,O,-Produktes ist iiber Nacht das meiste 
eingesetzte Porphyrin als schwefelsaures Salz in prachtigen, makro- 
skopisch groben Nadeln zur Abscheidung gekommen. Spektro- 
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skopisch ist es unverindertes Porphyrin. Die schén violetten 
Nadeln sind aus verdiinnter Schwefelsiiure umkrystallisiert und 
bei 100° getrocknet worden. 


6,388 mg Substanz gaben 2,270 mg BaSQ,. 
C,H ,0,Ny, H,SO, (752,7) Ber. S 4,26°/, Gef. S 4,88°/,. 


Reduktion des Koproesters mit Zink und Eisessig. 


Wenig Koproester wird im Reagenzglas mit 10 eem Eisessig und iiber- 
schiissigem Zn-Pulver etwa 5 Min. lang gekocht, bis die Porphyrinlésung 
farblos geworden ist. Nun verdiinnt man mit der gleichen Menge Wasser und 
filtriert vom Zink ab. Nach kurzer Zeit kehrt die Farbe wieder und es fiillt 
das schéne rote, komplexe Zinksalz krystallisiert aus. Wird durch Zusatz 
von Salzsiure die Bildung des Zinksalzes verhindert, dann erscheint die 
gewohnliche Farbe und das Spektrum des sauren Porphyrins. GieBt man 
aber die noch farblose Hisessiglésung in eine mit nicht zu viel Salzsiiure 
versetzte Ferrichloridlésung, so ist im Atherauszug das reine Chlorinspektrum 
deutlich zu sehen; der gré8te Teil des Porphyrinogens ist jedoch wieder in 
Porphyrin fibergegangen und ist dieses beim Ausiithern in der salzsauren, 
waBrigen Schicht zuriickgeblieben. 


Chlorin des Koproporphyrins. 


Analog H. Fischer und Helbergers') Angaben fiir die 
Darstellung einer Chlorintricarbonsiiure wird 1 g Koprohiminester 
(Schmelzp. 245°) in 200 ccm Amylalkohol mit 15 g Natrium re- 
duziert. Man kocht das Gemisch unter Wasserstoffatmosphiire im 
500 cem Rundkolben 1/,—1 Stunde lang auf dem Babotrichter. 
Das Himin geht zunichst rotbraun in Lésung, die aber dann 
allmahlich blaugriin wird. Nach einer Stunde werden vorsichtig 
100 ccm Sprit zugesetzt, um das noch vorhandene metallische 
Natrium zu vernichten, was nach '/,—'/, stiindigem weiteren 
Kochen der Fall ist. Man kithlt nun immer noch im Wasserstoff- 
strom durch Eiswasser ab und gibt auf einmal 150 ccm 18,5°/, ige 
Salzsiure durch den RiickfluBkiihler zu, wobei die blaugriine 
Lésung ins Blauviolette umschlagt und die Sauerstoffempfindlich- 
keit verliert. Das Gemisch wird in einem 2-Liter-Scheidetrichter 
zu 250—300 ccm Wasser und zu 750 ccm Ather gegossen. Die 
ganz schwachsaure Wasserschicht liBt man vom Amylalkohol— 
Athergemisch ab und wiischt dieses zur villigen Entfernung des 
Eisens gut mit Wasser aus bis zur neutralen Reaktion. Die ab- 
gelassenen schwachsauren Teile enthalten viel Porphyrin neben 
etwas Chlorin. Die Alkohol—Atherlésung wird nun mit 2—3°/, iger 





!) Liebigs Ann. 479, 35 (1930). 
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Natronlauge ausgezogen bis auf eine kleine Chlorinmenge, die 
nicht in Lauge zu bringen ist. Die alkalische Lésung ist schmutzig- 
olivgriin und zeigt starke orange Fluoreszenz, eine EKigenschaft, 
die das gebildete Perhydrocbhlorin kennzeichnet. Der mitgerissene 
Amylalkohol wird durch Ather méglichst weggenommen. Durch 
die im siedenden Wasserbad aufgewirmte Lésung leitet man nun 
eine bis mehrere Stunden lang Luft durch, bis die Fluoreszenz fast 
ginzlich verschwunden, das Perhydrochlorin zu Chlorin dehydriert 
worden ist. Jetzt wird so schwach angesiiuert, daB das noch 
vorhandene Koproporphyrin zufolge seiner etwas niedrigeren Saure- 
zahl in Liésung bleibt, wihrend das Chlorin und die Komplex- 
salze vom iiberschichteten Ather aufgenommen werden. Die griine 
Farbe des Chlorins wird von der roten der Kisenkomplexsalze ver- 
deckt. Beim Waschen der roten Atherlésung kommen meist die 
Kisensalze zum Ausflocken; das Chlorin erscheint dann im Ather 
griin und im Spektroskop sehr rein. Zur weiteren Reinigung 
nimmt man von neuem in wenig Natronlauge auf, um die letzten 
Reste Amylalkohol mit Ather entfernen zu kénnen, siuert schwach 
an und treibt einige Male zwischen Ather und Salzsaure hin und 
her. Die saure Lésung ist priichtig blauviolett. Die griine Ather- 
lésung wird gewaschen, mit viel Papier getrocknet und auf 1—2 ccm 
eingeengt. Man lait die sehr konzentrierte Liésung, die wieder 
stark rotlich fluoresziert, stehen. Uber Nacht fallt das Chlorin 
in schwarzgriinen Drusen ganz feiner Nidelchen aus. Fiir die 
Analyse ist noch einmal in Natronlauge gelést und in den Ather 
aufgenommen worden. Die Chlorin-tetracarbonsiure schmilzt 
nicht bis 280°. Die Ausbeute ist schlecht; aus 2 g Haimin sind 
nur 12 mg analysenreines Chlorin erhalten worden. 

4,377 mg Substanz gaben 10,475 mg CO,, 2,350 mg H,0. 

2,820 mg ~ - 0,217 eem N (19°, 711 mm). 

C,,H,,O,N, (656,35) Ber. C 65,82°/, H 6,14°/, N 8,53°%, 

Gef. ,, 65,90 ,, 6,06 » 8,46 
(mit Beriicksichtigung von 1°/, Asche). 

Die griine Atherlésung hilt sich monatelang. Die alkalische Lisung 
hingegen wird in 8 Tagen rot, das Chlorin ist wieder in Porphyrin tber- 
gegaugen. 

Spektrum in Ather (Farbe griin): 

I. 654,5—637,9; II. max. bei etwa 569,8; III. max. bei etwa 525,0; 








646,7 
IV. 503,8—482,0; Streifen I ist sehr stark; II und III sind nur in konz. 
497,8 


Lésungen zu beobachten. 
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Spektrum in 0,25°/,iger Salzsiiure (Farbe blau). 
I. 625,0—613,2 (sehr stark); II. 553,6—540,5 (schwach). 


619,1 547,0 








Einwirkung der Sommersonne auf geloéstes Koproporphyrin. 


In die ammoniakalische Lésung von 0,5 g Koproporphyrin 
laBt man aus der Biirette Kisessig, zuletzt tropfenweise zutlieBen, 
bis die rotbraune Farbe der alkalischen Liésung gerade deutlich 
violettstichig geworden ist. Es ist jetzt ein verwaschenes Misch- 
spektrum zu sehen. Die Reaktion auf Lackmus soll neutral oder 
héchstens ganz schwach sauer sein, weil sonst das Porphyrin meist 
rasch zur Ausflockung kommt. Man verteilt nun diese Lisung 
in 500 cem Erlenmeyerkolben so, daB deren Béden etwa 1—1'/, cm 
iiberdeckt sind und daher die Sommersonne eine mdglichst groBe 
Oberfliche bestrahlen kann. Die Kolben werden mit Glaskappen 
zugedeckt und in die Sonne gestellt. Die Temperatur der Lisung 
steigt im Laufe des Tages auf 35—40% Bis zum Abend _ ist 
die Lésung briiunlich und triib geworden und neben dem er- 
wihnten Mischspektrum ist bereits der starke Chlorinstreifen 
in Erscheinung getreten. Bei wenig sonnigem Wetter ist kaum 
eine Verainderung wabrzunehmen und im Quarzkolben ist die Reaktion 
nicht schneller vonstatten gegangen. Nach 3—4 schénen ‘Tagen 
herrscht das Chlorinspektrum vor. Jetzt wird mit Kisessig an- 
gesiiuert und der Farbstoff in Ather aufgenommen. Der braunrot 
gefirbte Ather wird gewaschen, filtriert und auf 200 ccm ab- 
gedampft und stehengelassen. Uber Nacht ist das unverinderte 
Porphyrin ausgefallen. Der Ather ist jetzt griin und zeigt das reine 
Chlorinspektrum. Der Ather wird wieder einige Male gewaschen, 
um den letzten Kisessig wegzubringen, mit Papier getrocknet und 
zuletzt im Reagenzglas auf '/,—2 ccm eingeengt. Die so konz. 
Lésung fluoresziert stark rotorange, wird mit einem Kork ver- 
schlossen und stehengelassen. Nach mehreren Stunden ist der 
Farbstoff in schénen griinschwarzen, lockig gekriimmten Nadeln 
ausgefallen. Natronlauge lést olivgriin und Siure blauviolett. Die 
Salzsiurezahl ist auBerordentlich niedrig. Das neutrale Spektrum 
in Ather wie das saure in !/,°/,iger Salzsiure deckt sich vollstindig 
mit den entsprechenden gemessenen Werten des vorher beschrie- 
benen Chlorins. Durch Luftoxydation ist aber das Porphyrin 
nicht zuriickgebildet worden. Die erhaltene Menge hat zur Analyse 
nicht gereicht. 

Auch die Chloroform- oder Acetonlésung des Koproporphyrin- 
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esters entfirbt sich unter dem Kinflu8 der Sonne schlieBlich ganz. 
Dieser ProzeB verliuft im Quarzkolben schneller, dauert aber 
auch im Sommer dann mehrere schéne Wochen. Beim Eindunsten 
der schwachgelblich gefirbten Lisungen ist neben einzelnen farb- 
losen Krystallen ein gelbes, in Lauge lisliches Ol zuriickgeblieben. 


Dinitro-koproporphyrin. 

Die Lésung von 1 g reinem Koproporphyrin-tetramethylester 
in 20 ccm konzentrierter Salpetersiure (1,48), wird 8—9 Stunden 
stehengelassen in einer Stépselflasche. Schon nach 10 Minuten 
erscheint das Spektrum nach Rot verschoben und die Farbe der 
Lésung in diinner Schicht griin. Man gieBt auf Eis. Bei einer > 
bestimmten Siurekouzentration fallt das Nitrierungsprodukt in 
sauren, griinen Flocken aus, die nach weiterem Verdiinnen Hydro- 
lyse erleiden und dann braun werden. Mit Kis gekiihltem Ammo- 
niak wird unter EKiskihlung die Salpetersiiure neutralisiert und 
das sauer verseifte Nitroporphyrin mit rotbrauner Farbe in Lé- 
sung gebracht. Beim schwachen Ansiiuern mit Eisessig flockt 
das Dinitroporphyrin braunrot aus. Man labt absitzen und filtriert 
ab. Die eine Hialfte wird im Vakuumexsiccator getrocknet, die 
andere aufs neue in Alkali gelést, mit verdiinnter Schwefelsiure 
ausgeflockt und in Ather aufgenommen. Der rotbraune Ather 
wird gewaschen, durch Filtrieren vom Wasser méglichst befreit 
und bei 50—60° abgedampft bis auf etwa 20 ccm. Das amorph 
abgeschiedene Dinitroporphyrin (0,2—0,25 g) lést man in wenig 
Pyridin. Nach Zugabe von viel Ather krystallisiert nach einiger 
Zeit eine kleine Menge brauner Nidelchen aus. Zur Analyse 
ist tiber P,O, bei 110—120° getrocknet worden. 


4,485 mg Substanz ergaben 9,534 mg CO,, 2,128 mg H,0O. 


3,035 mg ™ . 0,299 eem N (17°, 717 mm). 
©.,.H,,0,3N, (744,3) Ber. C 58,03 °/, H 4,88°/, N 11,29°/, 
Gef. ,, 57,98 » 5,30 10,94 


Spektrum in Ather. 
I. 634,4—628,2: IT. 589,0+ + - 580,5—574,4; ‘IIT. 542,5—531,0; 














631,3 577,5 535,5 
IV. 514,8—492,2; E.-A. ab etwa 439. 
503,5 


III scheint weiter zuriickzuliegen. 
Spektrum in konzentrierter Salpetersiure (unscharf). 


I. 636,4—618.2; II. 593,4—562,1;  E.-A. ab etwa 476. 
627,38 577,7 
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Hamatinsaure-anhydrid als Nebenprodukt bei der Nitrierung. 


Das schwach essigsaure Filtrat, das von der 9—12stiindigen 
Nitrierung von 5 g Koproporphyrin-tetramethylester herriihrt, liBt 
man auf dem Trockenschrank bei 50—60° zur Trockne eindunsten. 
Der trockene Riickstand wird gepulvert und mit absolutem Ather 
einige Tage extrahiert. Die gelbbraune Atherlésung zieht man 
mit wenig Natronlauge aus und treibt den Auszug nach dem An- 
siuern wieder in Ather. Mit Wasser darf man nicht waschen, 
da das Hiimatinsiureanhydrid darin sehr léslich ist. Beim Ver- 
dunsten des Athers krystallisiert das Hiimatinsiiureanhydrid als 
derbe Prismen in schmierigem Ol aus. Man lést das Ganze in 
wenig Wasser, engt dieses auf dem Wasserbad stark ein. Beim 
Abkihlen erhalt man groBe, jetzt leicht isolierbare Krystalle vom 
Schmelzp. 97—98° (korr.). Der Mischschmelzpunkt mit durch CrO, 
dargestelltem Himatinsiiureanhydrid aus Hiimin ist wieder 97—98° 
gewesen. Nach der Analyse enthilt die Substanz keinen Stickstoff. 


Tetramethylester des Dinitro-koproporphyrins. 


Die getrocknete Hilfte des ausgeflockten, rohen Nitropor- 
phyrins wird samt dem Filter in 50 ccm Methylalkohol suspen- 
diert. Unter Eiskiihlung sattigt man nun mit trockenem Salz- 
siuregas, wobei das Porphyrin griin in Lésung geht, verschlieBt 
und laBt iiber Nacht im Hisschrank stehen. Die methylalkoholische 
Salzsiurelésung wird mit Eis verdiinnt, filtriert und mit Chloro- 
form versetzt. Mit Wasser werden der Alkohol und die Siure 
weggewaschen, zuletzt unter Zusatz von verdiinnter Natronlauge, 
bis die Chloroformlésung rotbraun wird und das neutrale Spek- 
trum zeigt. GréBere Mengen Chloroform saugt man in der Saug- 
flasche bei 20—380° bis auf ein kleines Volumen (4—6 ccm) ab. 
Die so konzentrierte Lésung wird nun auf dem Wasserbad weiter 
um die Hilfte eingeengt und dafiir das doppelte Volumen heiBen 
Methylalkohols zugegeben. In kurzer Zeit fallt der Tetramethyl- 
ester in schénen braunvioletten Nadeln aus (0,2—0,25 g). Nach 
dem Umkrystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol schmilzt der 
neue Kster bei 191°. Das Spektrum des so dargestellten Dinitro- 
porphyrin-tetramethylesters deckt sich ganz mit dem des freien 
Dinitroporphyrins. 


4,191 mg Substanz gaben 9,160 mg CO,, 2,125 mg H,O. 
3,570 mg » 55 0,332 cem N (18°, 719 mm). 
©, H,,0,2N, (800,4) Ber. C 59,98°/, H 5,52°/, N 10,50 
Gef. ,, 59,61 y 3,67 » 10,82 
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Komplexes Kupfersalz des Dinitroporphyrin-tetramethylesters, 
0,1 g Dinitroporphyrin-tetramethylester wird in 8 ccm Kis- 
essig erhitzt bis zur Lésung, der man nun einige Tropfen einer 
heiBen Lésung von Kupferacetat in Eisessig zugibt. 1—2 Min. 
halt man noch im Sieden, bis das neue Salzspektrum rein zu 
sehen ist, nimmt in wenig Chloroform auf, filtriert, wischt den 
Kisessig fort, trocknet, engt ein und versetzt mit Methylalkohol 
oder Ather. Das Kupfersalz krystallisiert in derben Prismen vom 
Schmelzpunkt 200°. 
4,912 mg Substanz gaben 10,040 mg CO,, 2,230 mg H,0, 0,428 mg CuO. 
3,143 mg - » 0,271 ecm N (18°, 719 mm). 
C4 )H4,01.N,Cu (861,96) Ber. C 55,68°/, H 4,919, Cu,37°/, N 9,759, 
Gef. ,, 55,75 5» 0,08 » 6,96 9) 9,35 
Spektrum in Pyridin. 
I. 586,7—572,0; II. 553.6—535,3; E.-A. ab etwa 445. 
579,3 544,5 








Komplexes Silbersalz des Dinitroporphyrin-tetramethylesters. 

0,1 g Dinitroporphyrin-tetramethylester wird in Eisessig mit 
iiberschiissigem Silberacetat 10—15 Min. im Wasserbad erhitzt. 
Wenn notig gibt man noch mehr Eisessig zu, bis das ganze Por- 
phyrin in Lésung gegangen ist und nur noch das reine Salzspek- 
trum wahrzunehmen ist. Man nimmt in Chloroform auf usw. wie 
beim Kupfersalz. Aus wenig Chloroform und viel Methylalkohol 
fallen rote Nadeln vom Schmelzp. 240°. 


4,570 mg Substanz gaben 8,900 mg CO,, 1,980 mg H,O, 0,520 mg Ag. 


4,368 mg ts » 9,333 cem N (17°, 719 mm). 
C,,H,.0,.N,Ag (906,27, Ag als zweiwertig) 

Ber. © 52,97, H 4,67°/, Ag 11 90%, N 9,27°/, 

Gef. ,, 53,11 4,84 , 11,38 , 8,49 


Spektrum in Pyridin. 
I. 578,5—565,0; II. 546,0—527,6; E.-A. ab etwa 452. 








571,8 536,8 


Veresterung des rohen Dinitroporphyrins mit hei®er methyl- 
alkoholischer Salzsaure. 
0,5 g rohes, gut getrocknetes Dinitroporphyrin werden mit 
50 ccm 5°/,iger methylalkoholischer Salzsiiure 1 Stunde lang am 
RiickfluBkiihler erhitzt. Man nimmt in Chloroform auf und ge- 
winnt den Ester auf die gewohnliche Weise. Aus Chloroform— 
Methylalkohol fallt er in schénen Nadeln vom Schmelzp. 206°. 





ee areas 








ASAE BEN 
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4,656 mg Substanz gaben 10,420 mg CO,, 2,340 mg H,O. 
1,905 mg * » 0,147 ceem N (18°, 728 mm). 
5,076 mg “ » 9,900 mg AgJ. 
C,)H,,0,.N, (737,40, Mono-nitro-dioxy-porphyrin-tetramethy lester). 
Ber. C 60,96°/, H 5,76°/, N 8,3899/, OCH, 15,76°/, 
Gef. ,, 61,04 »» 9,62 5» 8,67 ., 15,36 
Spektrum in Pyridin. 
I. max. bei etwa 592,9 (verwasch. u. schwach); II. max. bei etwa 
516,9; E.-A. ab etwa 451. 
Spektrum in 25% ,iger Salzsiure, 
I. max. 630,0; II. max. 576,6; E.-A. ab etwa 462. 


Komplexes Kupfersalz dieses Esters. 


0,2 g Ester werden in Kisessig mit iiberschiissigem Kupfer- 
acetat gekocht, bis das Salzspektrum allein sichtbar geworden 
ist. Die Aufarbeitung ist die gewéhnliche. Umkrystallisiert aus 
Chloroform—Ather schmelzen die Niidelchen dieses Kupfersalzes 
bei 245°. 

4,491 mg Substanz gaben 9,400 mg CO,, 2,025 H,O, 0,422 mg CuO. 


1,763 ng * » 0,128 ccm N (19°, 730 mm). 
C,oH,,012N,Cu (848,95) 
Ber. C 56,54°/, H 5,10°/, Cu 7,49°/, N 8,259, 
Gef. ,, 57,08 » 4,93 » 1,54 1» 8,15 


Spektrum in Chloroform: 
a 583,5—565,5 (schwach): IT. 552,7—527,7; E.-A. ab etwa 439. 


574,5 540,2 


Die Intensitit der Streifen ist, verglichen mit dem Kupfersalz des 
Dinitroporphyrins, gerade verkehrt. 








Reduktion des Dinitroporphyrins mit Natriumamalgam. 
(Mononitroporphyrin und Koproporphyrin.) 

Man ldést 0,1 g rohes Dinitrokoproporphyrin, wie es durch 
Ausithern gewonnen worden ist, in 1—2 ccm Natronlauge, ver- 
diinnt diese Lésung mit 10—15 ccm Wasser und trigt 4g 4°/,iges 
Natriumamalgam in 2 Portionen ein. Im Laufe mehrerer Stunden 
wird die Lésung zusehends heller und hat schlieBlich einen 
schmutzig griinlichen Farbton, der von Verunreinigungen herriihrt. 
Das Spektrum ist dann verschwunden. Das farblose Reduktions- 
gemisch wird filtriert, mit EKisessig angesiiuert und in Ather auf- 
genommen, wobei die Leukoverbindungen durch die Luft sofort 
wieder zu den Farbstoffen oxydiert werden. Es ist dies am Auf: 
treten der roten Farbe und der Absorptionsstreifen zu erkennen. 
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Man trennt mit Salzsiure: Der Atherlésung wird zuerst mit 
0,5°/,iger Salzsiiure das Koproporphyrin entzogen und dann mit 
3°/,iger das Mononitrokoproporphyrin. Ein kleiner Rest geht erst 
in viel hdhere Salzsiiurekonzentration und scheint unveriindertes 
Ausgangsmaterial zu sein. Das Koproporphyrin wird charakte- 
risiert durch sein Spektrum und weiter durch die Darstellung des 
Methylesters, der bei 249° (korr.) geschmolzen ist und dessen 
Mischschmelzpunkt keine Depression ergeben hat. 

Der 3°/,ige Salzsiureauszug ist blau und fluoresziert violett. 
Man macht alkalisch, flockt den Farbstoff mit Kisessig aus, und 
verestert in der Kialte mit Methylalkohol—Salzsiiuregas. Der 
‘Tetramethylester des Mononitrokoproporphyrins krystallisiert in 
schénen Nadeln vom Schmelzp, 204° aus Chloroform—Methylalkohol. 


4,057 mg Substanz gaben 9,400 mg CO,, 2,260 mg H,0O. 


3,260 mg ‘ », 0,284 cem N (20°, 717 mm). 
©,,Hy30,,N, (755,4) Ber. C 63,54°/, HH 600%, N 9,27°, 
Gef. ,, 63,19 » 6,23 » 9,58 


Sein Spektrum ist deutlich verschoben von dem des Dinitro— 
koproporphyrins als auch von dem des Koproporphyrins. Es ist 
gemessen worden in Ather. 

I, 629,8—624,5; II. 585,0 -- + 574,3—569,7; IIT. 587,.1—528,5; 











627,1 572,0 532.8 
IV. 511,0—488,9; E.-Abs. ab etwa 421. 
490,0 
Das gleiche Spektrum und die gleiche Salzsiurezahl hat ein Korper, 


den man durch kurzes Einwirken (10—12 Min.) konzentrierter Salpeter- 
siiure auf Koproporphyrinester erhiilt. Auch die Analysenwerte sind ahnlich. 


4,643 mg Substanz gaben 10,705 mg CO,, 2,565 mg H,O. 
3,932 mg ‘. " 0,336 cem N (18°, 722 mm). 


Gef. C 62,88 °/, H 6,18 °/, N 0,52°/,. 





Ganz scharf ist die Trennung dieses Nitrierungsgemisches nicht. Die 
blaue, 3°/,ige Salzsiiurelésung, die den Hauptauszug darstellt, hat namlich 
einen Stich ins Griine, was von kleinen mitgelésten Mengen des Dinitro- 
kiérpers herriihrt, und der daraus kalt oder heibgewonnene Ester schmilzt 


etwas héher, bei 210°. Der Mischschmeizpunkt liegt zwischendrin. 


Da der Koproester in 10 Minuten nur in Spuren verseift wird durch 
Einwirkung konzentrierter Salpetersiiure, list man zum Zwecke der frak- 
tionierten Trennung das ausgeflockte und abfiltrierte Gemisch von viel 
Mono- und wenig Dinitrokérper in konzentrierter Salzsiiure, durch die der 
Alkoholrest in einer Stunde leicht abgespalten wird. Koproporphyrin ist 


nicht mehr vorhanden. 
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Tetrahydrazid des Koproporphyrins. ’) 

3 g Koproporphyrin-tetramethylester werden mit 50 cem Hydrazin- 
hydrat und 30 ccm Methylalkohol im siedenden Wasserbad 380 Stunden 
lang erhitzt. Nach etwa 8 Stunden wird die blauschwarze Porphyrin- 
suspension rotbraun. Die Ausbeute an krystallisiertem Koproporphyrin— 
Tetrahydrazid ist fast quantitativ. Das schwach gefiirbte Hydrazin kann 
noch einige Male verwendet werden. 


Eisensalz des Koprotetrahydrazids. 

0,5 g Koprohiminester wird 8—10 Stunden lang mit 5 ccm 
Hydrazinhydrat und 10 ccm Methylalkohol auf dem siedenden 
Wasserbad erwirmt. Es erscheint bald das Hiimochromogen- 
spektrum. Beim Abdampfen des Alkohols kommt das Eisensalz 
des Koprotetrahydrazids fein krystallisiert zur Ausscheidung. 
Ks sieht in der Aufschlammung wie Kupferbronze aus. Als 
Himochromogen ist es sehr oxydabel und als Hydrazid in orga- 
nischen Lésungsmitteln fast unléslich. Es ist daher in Stick- 
stoff-Atmosphire abgesaugt und eingeschmolzen worden. 


Tetrazid des Koproporphyrins. 

3g Hydrazid werden in 150 ccm 2—3°/,iger Salzsiiure ge- 
lést. Unter Eiskiihlung JiBt man nun die berechnete Menge 
Natriumnitritlésung eintropfen, bis Jodstirkepapier sich eben 
blauschwarz firbt. (4,5 ccm einer Lésung von 1 g Nitrit in 
10 com Wasser fiir 1 g Hydrazid.) Sofort fallt das Azid amorph 
aus. Das auf einer nicht zu kleinen Nutsche abgesaugte Azid 
wird in EKiswasser verriihrt, abgesaugt und mit Eiswasser ge- 
waschen, bis dieses nicht mehr kongosauer reagiert. Der Riick- 
stand wird zunachst auf Ton verstrichen ('/, Stunde lang) und 
dann im verdunkelten CaCl, = Exsiccator kurz evakuiert und 
4 Stunden lang getrocknet. Aus Chloroform-Ather fallt das Azid 
in braunroten Nidelchen, die sich bei gewohnlicher Temperatur 
ziemlich rasch und bei etwa 90° explosiv zersetzen. Wegen der 
leichten Zersetzlichkeit des Azids ist der gefundene Stickstoff- 
wert zwar héher als der des Hydrazides, aber noch immer um 
einige Prozente zu niedrig. 

Spektrum in Chloroform-Ather: 

I. 626,4—621,5; II. 598,3 (Schatten); —sIIT. 582,4...572,1—568,6; 














624,8 570,3 
IV. 534,6—525,1; V. 508,8—485,2; E.-Abs. ab etwa 430. 
529,9 496,8 





1) H. Fischer u. A. Friedrich, Liebigs Ann. 466, 161 (1928). 
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Tetra-urethan des Koproporphyrins. 


Das auf Tonteller und im Exsiccator 4 Stunden lang ge- 
trocknete rohe Azid (blauschwarz von Farbe) wird mit 100—120 ccm 
absolutem Methylalkohol '/, Stunde lang auf dem Wasserbad ge- 
kocht. Schon beim Anwiarmen spaltet sich lebhaft Stickstoff ab. 
Nach dem Einengen auf ein kleines Volumen fallt das Urethan 
amorph aus. Man saugt es ab, trocknet und extrahiert es mit 
Chloroform. Obwohl es etwas schwer in Lésung geht, laBt sich 
der Chloroformauszug doch auf 4—5 ccm einengen. Das Tetra— 
urethan des Koproporphyrins kommt dann in braunroten, feinen 
Nadeln vom Schmelzp. 190° zur Abscheidung. Die Ausbeute be- 
trigt 1,2—1,5 g aus 8 g Koproester. 

4,589 mg Substanz gaben 10,472 mg CO,, 2,665 mg H,O. 

8,540 mg ” ¥ 0 468 cem N (17°, 716 mm). 

3,094 mg ‘s - 4,040 mg AgJ. 

C,oH;,0,N, (770,46). 

Ber. C 62,30°, HH 6,54°%, N 14,54°, OCH, 16,10°%, 

Gef. ,, 62,23 », 6,50 5, 14,66 » 17,26 

Das Spektrum in Chloroform-Ather ist von dem des Azides nur wenig 
verschoben: 

I. 626,1—622,3; II. 597,8 (Schatten); III. 582,5...571,0—566,8; 

624,2 568,9 
IV. 534,9—525,1;  V. 510,4—482,9; E.-Abs. ab etwa 430. 
530,0 496,7 





























Zur Kenntnis der Aktivatoren Z. 
Von 


H.v. Euler und Tore Philipson. 


Mit 5 Figuren im Text. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Dezember 1930.) 


Die Aufgaben, welche gegenwiirtig hinsichtlich der Faktoren Z 
vorliegen'), betreffen in erster Linie die Aufteilung und Charak- 
terisierung der beiden Bestandteile und somit das Studium der- 
jenigen Teilreaktion, welche die Girungsgeschwindigkeit der 
lebenden Zelle in ihrer Gesamtheit beférdert. 

Die vorliegende Untersuchung enthalt also Aktivierungs- 
versuche mit bekannten Substanzen, ferner Versuche iiber die 
Adsorption und Elution der Z-Komponenten an verschiedenen 
Stoffen, sodann Versuche ein giinstiges Ausgangsmaterial aus 
Pianzen zu finden und schlieBlich die Bestimmung des Gleich- 
gewichtes zwischen einer Z-haltigen Lésung und Oberhefe. 


Zur Versuchsmethodik. 


Die Giarungsversuche zur Aktivititsbestimmung sind in der- 
selben Weise und mit derselben Girungssuspension ausgefiihrt 
worden wie in den beiden letzten Mitteilungen (T. Philips on). 

Fiir die praparativen Versuche wurde als Ausgangsmaterial 
ausschlieBlich Autolysesaft von Unterhefe bzw. Dialysat desselben 
verwendet. Der Autolysesaft wurde, wie friiher*) beschrieben ist, 


1) Vorhergehende Arbeiten: Euler u. Swartz, Diese Z. 140, 146 
(1924), — Euler u. Myrbick, Diese Z. 141, 297 (1924). — Myrbick u. 
Euler, Diese Z. 176, 258 (1928). — Euler, Brunius u. Proffe, 17%, 
202 (1928). — Euler u. Brunius, Sv. Bryggareféreningens Manadsblad, 
S. 256 (1928). — Euler u. Johansson, Sv. Kem. Tidskrift 40, 209 (1928). 
-- Philipson, Diese Z. 195, 16 u. 181 (1930). — Meyerhof u. Iwasaki, 
Biochem. Z. 226, 16 (1930). 

*) Philipson, Diese Z. 195, 186 (1930). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXCY. 6 
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hergestellt. Die gewaschene und abzentrifugierte Brauereihefe 
wurde also in einer Lésung der gleichen Gewichtsmenge Wasser 
aufgeschlammt, welche im Liter 100 ccm einer Mischung von 
gleichen Teilen Toluol und Athylacetat enthielt. Die Suspension 
stand 4 Tage in einem Warmeschrank von 35° und wurde bis- 
weilen geschiittelt. Nach Zentrifugieren und Filtrieren wurde 
das Autolysat auf '/, seines Volumens eingedunstet (wobei Toluol 
und Athylacetat entfernt wurden) und in dieser Konzentration 


dialysiert. 


I. Versuche mit Purinderivaten und anderen Stoffen. 


Man findet in der Girungsliteratur vielfach Angaben dariiber, 
daB Caffein die Gairung durch Hefe beschleunigt und zwar in 
nicht unbetriichtlichem Grade; solche Caffeinzusitze zwecks 
(sirungsbeschleunigung sind sogar mehrfach patentiert worden. 
Andererseits soll Caffein die Atmung ruhender Muskeln, z. B. in 
0,15 °/,iger Liésung, sehr stark steigern. Dieser Effekt soll mit 
einer erhéhten Milchséurebildung parallel gehen. 

Die Biochemie der genannten Aktivierungen ist noch nie 
eingehender studiert worden und wir haben deswegen das Caffein 
in erster Linie in Betracht gezogen, als wir nach bekannten 
Stoffen fahndeten, welche (auBer den bereits friiher untersuchten) 
Gtirungssteigerungen an lebender Hefe hervorbringen kénnten, 
die etwa derjenigen der Z-Faktoren entsprechen. 

Bei der Priifung des Caffeins und bei derjenigen anderer Purinderi- 
vate und Repriisentanten anderer Stoffgruppen wurden sowohl wiBrige 
Lésungen dieser Stoffe fiir sich untersucht und andererseits Lésungen der- 
selben im Filtrat nach der Behandlung von Z-Lésung mit Fe(OH), (hier 
Fe-Filtrat genannt). Die folgenden Stoffe wurden in der folgenden Konzen- 
tration untersucht: 


er 5 ing/cem 

Theobromin. . . . 2 mg/eem 

Xanthin...... kalt gesiittigte Losung (0,07 mg;ccm) 
Tryptophan. ... 1 mg/eem 

Adenosin ..... 2 mg/ccm 

Thymidin..... 2 mg/eem 

eee ee 0,08 mg/eem 


Mit keiner dieser Substanzen konnte eine Verande- 
rung der Girungsgeschwindigkeit erzielt werden, weder 
in positiver noch negativer Richtung. Auch konnte keine der- 
selben die (tirungsgeschwindigkeit bei Anwendung von Fe-Filtrat 


erhéhen. 
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Die weiteren Priifungen mit SH-Derivaten und Phosphor- 
siiure-Estern sind noch nicht abgeschlossen. 


II. Vorkommen der Z-Faktoren in Pflanzenteilen. 


Zu unserer Reinigungs- und Trennungsarbeit wurde ein 
Ausgangsmaterial gesucht, welches die genannten Faktoren in 
hdherer Konzentration enthalt als die Hefe. Ks wurden deswegen 
verschiedene Pflanzenteile und Pflanzenprodukte gepriift. Aus 
denselben wurden Extrakte in folgender Weise dargestellt. 


Malzkeimlinge: 50g Malzkeimlinge wurden mit 800 cem Wasser 
gekocht. Trockengewicht des so gewonnenen Extraktes: 21 mgicm. — 
H.A. = 10,5. 

Frische Keimblatter von Gerste: 8 g Keimblitter (nach 6-tigigem 
Keimen etwa 6 cm lang), mit Wasser und Sand zerrieben, in der Wiirme mit 
35 eem Wasser extrahiert. Trockengewicht 8 mg/ccm. 

Kohlriben: 300 g geschilter Kohlriiben in einer Fleischmiihle zer- 
kleinert und mit 600 eem Wasser 15 Minuten gekocht. Der filtrierte Extrakt 
war schwach gelbgriin. 

Schimmelpilz: Friihere Beobachtungen hatten ergeben, daB das 
Wachstum von Schimmelpilz durch geringe Mengen von Tee erheblich be- 
schleunigt wird. Um die nétigen Mengen frischen Schimmelpilzes zu ge- 
winnen, wurden Scheiben von Brot mit einer Suspension von Penicillium- 
kulturen in 1°/,iger Zuckerlésung getriinkt. Nach 7 Tagen wurden 5g 
der neuen Kulturen (an denen etwas vom Brot haftete) gesammelt und mit 
25 cem kochenden Wassers extrahiert. In weiteren Versuchsreihen wurde 
Penicillium auf zuckerhaltiger Teelésung kultiviert; wir gewannen dabei 
6 g Pilzmycel, welche mit 25 ccm kochenden Wassers extrahiert wurden. 
Der Extrakt war hellgelb, mit stark griiner Fluoreszenz. Trockengewicht 
7mg/eem. Auch die Aktivitit des Substrates wurde vergleichend unter- 
sucht: Aktivitat 0. 

Tee: 17g Teeblitter mit 400 ccm Wasser 10 Minuten lang gekocht; 
von der beim Abkiihlen sich abscheidenden geringen Fillung wurde ab- 
filtriert. 

Caffein: 20 g gemahlene Kaffeebohnen mit 300 ccm Wasser 10 Minuten 
lang gekocht und hierauf hei8 filtriert. 


Aktivititen der erhaltenen Lésungen. 


Extrakt von: Aktivitit: 

_ ae area ... sehr schwach; CO, von 1,1 bis 2,5 cem/St. 
I oi i ecko veo eva ck inaktiv 
Kohlriibeu ......... schwach; CO, von 1,1 bis 3,8 cem/St. 
Malzkeimlinge....... HA = 10,5; aw OF a TR a 
Frische Gerstenbliitter .. wie Kohlriiben; CO, ,, 1,2 ,, 3,7 
Schimmel auf Brot... . schwach (wahrscheinlich yom Brot) 

» Tee .... inaktiv. 


6* 
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Zum Vergleich mag angefiihrt werden: 


Hefekochsaft ........ HA = 8,3; CO, von 1,0 bis 8,5 ccm/St. 
Hefeautolysesaft ...... HA = 5,4; CO, ,, 1,0 , 8,75 _,, 
Hefeautolysesaft; Dialysat HA = 3,8; CO, ,, 0,9 ., 8,75 ,, 


Das untersuchte Pflanzenmaterial ergab somit einen sehr 
geringen Gehalt der Z-Faktoren mit Ausnahme der Malzkeim- 
linge, deren Extrakt annihernd ebenso wirksam ist wie Hefe- 
kochsaft. 

Von tierischen Geweben sind friiher untersucht worden: 
Muskel?), frische Leber und Lebercarcinom.’) 

Das beste bis jetzt gefundene Ausgangsmaterial ist der 
Autolysesaft der Unterhefe, besonders das Dialysat desselben. 
Die héchste dabei erhaltene Aktivitat®) war HA = 0,12 ccm = 3,3 mg. 

Zu bemerken ist noch, daB bei den obigen Priifungen die 
beiden Komponenten des Z-Faktors zusammen untersucht wurden. 
Ks bleibt zu ermitteln, ob die einzelnen Komponenten in den 
genannten Pflanzenteilen enthalten sind. 

Nachdem es nicht mehr zweifelhaft ist, daB die Z-Wirkung 
sich auf wenigstens zwei Komponenten verteilt*), waren die im 
I. und [J. Abschnitt mitgeteilten Versuche hinsichtlich dieser 
beiden Komponenten, die wir vorliufig als Z, und Z, bezeichnen 
wollen, zu erweitern, also besonders durch die Feststellungen, 
welche der beiden Komponenten in den verschiedenen pflanzlichen 
Materialien im UnterschuB ist. 

Zur Charakteristik dieser beiden Komponenten gehért auch 
die Abgrenzung ihrer Temperaturstabilitat, wie sie hinsichtlich 
des Vitamins B, neuerdings von Chick, Roscoe und Copping’®) 
vorgenommen worden ist. Diese Aufgabe ist dadurch erschwert, 
daB die T’emperaturstabilitit dieser Stoffe von gleichzeitig an- 
wesenden Verunreinigungen abhiangig zu sein scheint (TIT. Ph. 
198, 190). Wie die Co-Zymase, fiir die wir eine vollstiindige Tem- 


1) Euler, Brunius u, Proffe, Diese Zs. 178, 202 (1928). 

*) Euler u. Hugo Johansson, Svensk. Kem. Tidskr. 40, 209 (1928). 

8) Die absoluten HA-Werte sind natiirlich von der Art der zur Priifung 
verwandten frischen Hefe abhingig. Mit unserer seit etwa 1 Jahr zur 
HA-Bestimmung verwendeten Hefe werden 2,5 mal griBere HA-Werte, also 
2.5mal kleinere Aktivititen erhalten als in den Arbeiten von Euler u. 
Brunius angegeben wird. 

*) Vgl. hierzu T. Philipson, Diese Zs. 195, 16 u. zw. 32 (1930). 

5) Chick u. Roscoe, Biochem. J. 24, 105 (1930), — Chick u. Copping, 
ebenda 24, 932 (1930). 
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peratur-p,,-Kurve der Stabilitat besitzen!) und wie die Vita- 
mine B ist auch die totale Z-Wirkung emptindlicher gegen Alkali 
als gegen Sauren. Der GréBenordnung nach entspricht diese 
‘emperaturempfindlichkeit etwa derjenigen von Nukleotiden, welche 
ebenfalls PO, abspalten, indessen kommen natiirlich auch viele 
andere Reaktionen in das gleiche Bereich. 

Das Vorkommen der Z-Faktoren in hoéheren Pflanzen legt 
die Frage nahe, ob diese Stoffe in die Entwicklung bzw. zunachst 
in den Kohlehydratumsatz der héheren Pflanzen eingreifen. Wie 
an anderer Stelle mitgeteilt wird, haben in diesem Institut 
D. Runehjelm und A. Forssberg die Wurzelbildung bei 
Pelargonium unter Zusatz von Z-Priparaten, die der eine von 
uns (Ph.) dargestellt hat, untersucht. Es wurde nimlich in Be- 
tracht gezogen, daB die Wurzelbildung hervorrufende Substanz 
von van der Lek, die auch kiirzlich von F. W. Went?) studiert 
wurde, mit unseren Z-Faktoren verwandt sei. Vermutlich sind 
an der Wurzelbildung mehrere spezifische Faktoren beteiligt. 


III. Reinigungsversuche an den Z-Faktoren. 
Kinwirkung einiger Fallungsmittel. 


Silbernitrat + Baryt. Kin konzentrierter Autolysesaft von 
der Aktivitat HA = 0,09 ccm = 5,1 mg wurde mit 300 ccm gegen 
500 com Wasser 1?/, Stunden lang dialysiert, worauf das Dia- 
lysat die Aktivitat annahm: HA = 0,33 ccm = 3,8 mg, was einer 
Ausbeute von 45°/) entspricht. Das Dialysat wurde mit Blei- 
acetat gefaillt und mit Lackmus ohne Entfernung eines event. 
Bleitiberschusses neutralisiert. Hierauf wurde direkt mit Queck- 
silberacetat gefallt. Das Quecksilberfiltrat ergab HA = 0,3 ccm = 
2,8 mg. 

Zu diesem Hg-Filtrat wurden nun 10 ccm 4°/,ige Silber- 
nitratlésung per 100 ccm zugesetzt und hieraut gesiittigte Baryt- 
lésung, bis die Alkalinitit (gemessen gegen Thymolphthalein) 
p, = 10 betrug. Hierbei wurde eine verhaltnismaBig unbedeu- 
tende Fillung erhalten. Das Ag—Ba-Filtrat zeigte eine weseut- 
lich erniedrigte Aktivitat (die Lésung wurde bis auf ihr urspriing- 





!) Euler u. Myrbick, Diese Zs. 140. Uber die ersten orientierenden 
Versuche iiber die Temperaturempfindlichkeit der Z-Wirkung vgl. Euler 
u. Myrbick, Diese Zs. 141, 306 (1924). 

2) F. W. Went, Proc. Akad v. Wetensch. Amsterdam 32 (1930). 
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liches Volumen eingedunstet), welche indessen wiederhergestellt 
werden konnte unter andern durch Eluat von Eisenhydroxyd (vgl. 


Abschn. IV). 








Tabelle 1. 
Z-Loésung = i icabetiin - ee ; 
ecm Hg-Filtrat Ag-Ba-Filtrat Ag-Ba-Filtrat + Fe-Extr. 
’ 1,0 | 0,6 0,65 
vi 2,8 | 1,7 2,05 
A i? | 2,65 2,95 
0,5 5,9 | 3,75 4,95 
ne 7,2 | 4,0 6,65 
- 7,5 4,2 7,4 





Aus der Fig. 1 zeigt sich, daB die maximale CO,-Entwick- 
lung 6,5, sowie 3,6 und 6,7 ccm betrug. 

Es scheint also, daB die Behandlung mit alkalischem Silber- 
nitrat den gleichen Effekt auf den Aktivator besitzt wie kolloides 
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Fig. 1. 
x Hg-Filtrat; O——— © Ag—Ba-Filtrat; A———A Ag—Ba-Filtrat; + Fe-Extr. 
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Eisenhydroxyd. Diese Aktivitiitserniedrigung wird indessen nur 
erhalten, wenn das Ausgangsmaterial vorher mit Blei und 
Quecksilbersalz gefillt ist. In einem anderen Versuch wurde 
diese Silberfillung direkt am Dialysat angestellt; dabei sank das 
Trockengewicht der Lésung von 29,6—23,0 mg/ccm, die Aktivitat 
aber blieb unveriandert. 
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Fallung mit Pikrinsiure. Kin Dialysat wurde mit PbAc, 
und HgCl, gefallt. Hierauf wurde das Filtrat auf '/,, seines 
Volumens eingedunstet und eine dabei entstandene erhebliche 
Fallung abgeschieden. Dieselbe wurde abzentrifugiert und ein- 
mal mit Wasser extrahiert, welches mit der Hauptlésung ver- 
einigt wurde; dieselbe wurde dann auf '/,, des urspriinglichen 
Volumens eingedunstet. Diese Lisung besaB nur die Hilfte der 
urspriinglichen Aktivitit. Das urspriingliche HA (0,12) trat 
niimlich schon bei Verdiinnung des Konzentrates nur auf das 
10fache Volumen ein. Durch das genannte Verfahren wurde 
keine wesentliche Reinigung des Priparats erreicht; das Trocken- 
gewicht im Hg-Filtrat betrug 19,5 mg/ccm und in 10fachem Vo- 
lumen 13,8 mg/ccm. 

Das Konzentrat wurde nun mit 8ccm warmer, konzentrierter 
Pikrinsiurelésung versetzt und blieb iiber Nacht stehen. Am 
folgenden Morgen hatte sich eine unbedeutende Menge gelber 
Krystalle abgeschieden, welche abzentrifugiert wurden. Sowohl 
die Mutterlauge als die Krystallmasse wurde nach Zusatz von 
Salzsiure von Pikrinsiure mit Ather befreit. Bei der Aktivitiits- 
priifung wurde auf ein Volumen verdiinnt, welches der Hilfte des 
Hg-Filtrates entsprach (= 10faches Konzentrat); dabei erwies 
sich die Aktivitat der Fallung nur schwach. Die Aktivitat der 
Mutterlauge ist erheblich erniedrigt und durch Wiedervereinigung 
mit der Fallung wird die Aktivitait des Konzentrates nicht voll- 
stindig wiederhergestellt. Die Pikrinsiure hat also den Akti- 
vator Z nicht gefiallt. 





Tabelle 2. 
cem CO,/St. von 
Z-Lisung | ——— ee 
' - Mutterlauge + , 
— Mutterlauge —_ Fiillung Fillung Hg-Filtrat 
sna elansh conse esestupenalinshasutontaop_jgueasiaUnanecenaigaypsuadanSienaseenaguSEIDagnSaeSESRGSUaSONSNAEn 7 = —e eens — = ——— = _ ——— 
0 1,5 | 1,5 1,5 | 1,5 
0,1 3,25 | 1,8 3,3 | 3,9 
0,2 3.65 | 2,3 3.8 4,45 
0,5 4,5 2.7 5,4 7,0 
1,0 6,1 3,5 6,65 | 7,6 





Aceton. Ein Dialysat wurde mit Blei und Quecksilber ge- 
fallt. Das Quecksilberfiltrat hatte die Aktivitait HA = 0,15ccm = 
5,0; Trockengewicht 33,5 mg/ccm. Diese Lisung wurde auf !/,, 
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ihres urspriinglichen Volumens eingedunstet und 15 ccm davon 
wurden in 300 ccm Aceton eingetragen, wodurch die Lésung also 
etwa 95°/,ig wurde. Es entstand eine braune schwere und kry- 
stallinische Fallung: ,,Fallung I“ und eine flockige weiBe: ,,Fal- 
lung II“. Die tiberstehende Fliissigkeit wird als ,,Lésung a‘ 
bezeichnet. 


Da sich die ,,Fiallung I“ sehr schnell absetzt, konnte die- 
selbe von den beiden tibrigen Fraktionen durch Dekantieren ge- 
trennt werden. Sie wurde durch Schiitteln mit unverdiinntem 
Aceton gewaschen. Die ,,Fiillung Il“ wurde von der ,,Lésung a“ 
durch Zentrifugieren getrennt. Die Fallungen wurden in Wasser 
aufgelést und simtliche Fraktionen von Aceton durch Vakuum- 
destillation befreit. Bei der Aktivitiitspriifung wurden alle Lé- 
sungen auf das urspriingliche Volumen, 150 ccm, verdiinnt. 

,Lésung a“ war vollstandig inaktiv. ,,Fallung II“ zeigte 
eine sehr unbedeutende Aktivitit, die ,,Fiillung I* dagegen die 
volle Aktivitit. Trockengewicht 19,8 mg/ccm und HA = 0,16 ccom = 
3,16 mg. In der ,,Fillung I“ findet man also die Aktivitat des 
Quecksilberfiltrates bis auf einen Verlust von etwa 10°/, wieder. 
AuBerdem wurden ungefihr 40°/, der inaktiven Beimengungen 
ausgeschieden. 

Da der Z-Faktor im 95°/, igen Aceton also praktisch unldslich ist, wurde 
der Versuch mit etwas schwicherem Aceton wiederholt. Ein Hg-Filtrat 
vom Trockengewicht 16,25 mg/eem und IIA = 0,18 ccm = 2,8 mg wurde wie 
vorher auf '/,, des Volumens eingeengt. Davon wurden 37 cem in 350 ccm 
Aceton eingetragen, so daB die Lésung nur etwa 90° ig an Aceton wird. 
Hierbei wurde nun ,,Fallung I“ untersucht, welche nach Entfernung des 
Acetons in 870 cem Wasser gelést wurde. Das Trockengewicht dieser 
Lisung betrug 8,65 mg/eem, aber HA = 0,23 ceom = 2,0 mg. Hier ist somit 
ein Aktivititsverlust von 20°/, eingetreten, weshalb das Priiparat im Ver- 
gleich zur Verminderung des Trockengewichts (47°/,) nicht reiner geworden 
ist. Es scheint also, als ob der Z-Faktor bereits in 90°/,igem Aceton 
merkbar léslich ist. Dieser Versuch ergiinzt eine frithere Angabe von 
Euler und Brunius’): ,,ebenso ist der Aktivator léslich in hochprozentigen 
Aceton-..... Liésungen“. 

Einwirkung von Ferrihydrosol auf den Aktivator Z. 
Das zu den ersten Versuchen verwendete Ferrihydrosol wurde 
dargestellt, indem eine FeCl,-Lésung mit so viel starker Natron- 
lauge als méglich versetzt wurde, ohne daS eine Hydratfallung 
eintrat, worauf die Lésung in einem Kollodiumsack 3 Tage lang 


1) Diese Z. 178, 202, und zwar 206 (1928). 
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gegen stromendes Wasser dialysiert wurde. 
hierauf 30 mg Fe,O,/ccm. 
Es war urspriinglich die Absicht, die Adsorption der Z-Fak- 
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Die Lésung enthielt 


toren an kolloidem Ferrihydrat zu untersuchen. Zu diesem 
Zweck wurde ein Pb-Filtrat mit 15 Volumenprozent Fe-Hydrosol 
versetzt und die Fallung abzentrifugiert. Diese Behandlung ver- 
inderte die Z-Wirkung der Lésung gar nicht, vielmehr blieb die 
Aktivierung gleich. 

Tabelle 3. 
































cem Z-Lésung 0 0,1 0,2 0,5 1,0 1,5 
Pb-Filtrat 0,75 2,1 2,8 4,3 6,1 6,4 

cem CO, /St. | 4 
Fe-Filtrat 0,8 2,3 3,1 4,5 | 6,1 6,4 


Da es sich friher gezeigt hatte, daB das Hg-Filtrat sich 
anders verhielt als das Pb-Filtrat, wurde der gleiche Versuch 
mit einem Hg-Filtrat ausgefiihrt. Kin Dialysat wurde also mit 
PbAc, und HgCl, gefallt und nach Entfernung des Metalliiber- 
schusses sowie nach Ausblasen von H,S genau gegen Lackmus 
neutralisiert. Die Lisung wurde, wie vorher, mit 15°/,igem 
Fe-Hydrosol versetzt und das Filtrat abzentrifugiert. Die Lésung 
wurde auf 90°/, des urspriinglichen Volumens eingeengt (bei 
allen Aktivitiitsprifungen wurde das urspriingliche Volumen wieder 
hergestellt). Das Hydroxyd wurde durch Aufschlimmen in Wasser 
gewaschen und von neuem zentrifugiert. Hierauf wurde das 
Hydroxyd in 1°/,ige KH,PO,-Lésung suspendiert, */, Stunden 
geschiittelt und zentrifugiert. Das so erhaltene Eluat wird als 
,He-Extrakt“ bezeichnet (Volumen = '/,, des Hg-F iltrates). 

Bei der Aktivititsprifung ergab sich eine erniedrigende 
Aktivitiit des Fe-Filtrates in der gleichen Weise wie es vorher 
mit basischem Bleiacetat der Fall war; jedoch konnte die ur- 
springliche Aktivitat durch Zusatz von Fe-Extrakt wieder her- 
gestellt werden. Der Extrakt besitzt in der konzentrierten Form 
nur eine schwache Aktivitat, wird er aber auf die Konzentration 
verdiinnt, welche er beim Wiederherstellungsversuch erhilt, nim- 
lich auf das 10fache, so l&aBt sich kein Z-Etfekt mehr nach- 
weisen. Die Aktivititsverminderung im Fe-Filtrat kann somit 
ihre Ursache nicht in einer einfachen Verteilung des Aktivators 
zwischen Lésung und Ferrihydrat besitzen. 

Die graphische Darstellung dieses Versuches findet man in 
Fig, 2. 
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Fig. 2. 
O Fe-Filtrat; A———A Fe-Filtrat + -Extrakt. 





x———» Dialysat; O 











Fig. 3. Fe-Filtrat + -Extrakt. 
I: lcem + / cem; If: Seem + 7 cem; III: 5cem + 5cem; IV: 7 ccm + 3 cem; 
V: 9cem + 1 ccm, 
Es wurden nun die relativen Wirkungen der beiden Frak- 
tionen untersucht und folgende Mischungen hergestellt: 


ecm Fe-Filtrat . . . . 1 3 7 9 
cem Fe-Extrakt. . . . 9 7 3 1 


Man erhilt dadurch Aktivitiitskurven (Fig. 3), welche in 
gleichen Zwischenriumen iibereinanderliegen. 


er or 
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Bei den Fraktionierungsversuchen mit basischem Bleiacetat 
erwies es sich als notwendig, das Priiparat mit der sukzessiven 
Fillung Blei/Quecksilber vorzubehandeln.'!) Ohne diese Vor- 
behandlung fiihrten die Fraktionierungsversuche zu keinem Re- 
sultat. 

Dieser Versuch wurde wiederholt, indem die Bleifillung gegen 
eine Barytfallung vertauscht wurde. (Blei und Bariumsalze scheinen 
aus den Hefenextrakten etwa die gleichen Beimengungen aus- 
zufallen, da das Baryt im Pb-Filtrat nur eine sehr unbedeutende 
Fallung erzeugt und umgekehrt.) Ein Dialysat wurde also mit 
warmer konzentrierter Barytlésung gefillt und nach Entfernung 
des Bariums mit HgCl, versetzt. Nach Entfernung des Hg-Uber- 
schusses wurde die Lésung gegen Lackmus neutralisiert, worauf 
sie wie vorher mit Ferrihydrosol behandelt wurde. 


Tabelle 4. 





ecm Z-Lésung 0 0,1 0,2 | 0,5 | 0,75 | 1,0 | 1,5 


Hg-Filtrat | 1,0 | 3,45 | 4,4 | 62 | 7,0 | 2,4 | 7,6 
Fe-Filtrat 10 | 3,6 4,4 6,0 | 6,9 7,3 7,6 























ecm CO,/St. 


Hieraus geht also hervor, da in diesem Falle keine partielle 
Adsorption des Aktivators am Ferrihydrat eintrat. Somit ist 
auch in diesem Falle die sukzessive Fallung Blei—Quecksilber 
notwendig, wenn die Durchfiihrung einer Fraktionierung ge- 
lingen soll. 

Fe(OH),-Behandlung bei wechselnder Aciditit. Ein 
in gewohnlicher Weise dargestelltes Hg-Filtrat wurde in drei 
gleiche Teile geteilt; in diesem wurden mit Siéiure bzw. Alkali 
die Acidititen 5,0 bzw. 7,0 und 8,5 eingestellt. Alle 3 Losungen 
wurden mit Fe-Hydrosol versetzt und nach dem Abzentrifugieren 
des Hydrates wurde p,, in den beiden letzteren Lisungen auf 
p,, = 6 korrigiert. 

Die Adsorption ist, wie die T'abelle zeigt, in allen 3 Lésungen 
gleichartig. Die maximale Aktivierung des Dialysates, 7.75 ccm 
CO,/St. wird in allen 3 Fallen auf 4,4 ccm/St. erniedrigt, dagegen 
vom Fe-Extrakt auf 7,35 bzw. 7,4 und 7,5 cem/St. erhdht. 


') Philipson, Diese Z, 193, 40 (1930). 
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Tabelle 5. 





cem COQO,/St. 
eem Z-Loésung 


Dee ks ee eR 10 4,5 | 6,4 8,2 
Fe-Filtrat bei 5,0 1,0 | 3,25) 3,9 | 4,45 
» ae 13 | 3,7 | 4,2 | 5,8 
8,5 11,2 | 3,4 14,0 | 4,7 


s* 


” 9? 





Fe-Filtrat + Fe-Extrakt ,, 5,0 | 1,15 4,0 5,2 8,5 | 8,5 
a + ‘ » 12 4,0 | 5,5 17,8 | 8,3 | 8,4 | 8,6 
» S Fim |S, 5,2 7,3 | 8,0 | 8,8 | 8,5 


Weitere Behandlung des Fe-Extraktes. 


Adsorption an Kohle, — 1 Liter Fe-Extrakt (p,, = 5,5) 
wurde direkt mit Blutkohle in 2 Portionen von 13 bzw. 10g 
geschiittelt. Die Lésung wurde vollstindig entfirbt, hatte aber 
gegeniiber dem Fe-Filtrat immer noch ihre vollstandige Aktivitiit, 
d. h. sie stellt vollstandig die Aktivitit derselben bei der Ver- 
diinnung 1:10 her. Bei diesem p,, wird also die aktive Substanz 
nicht von Kobhle adsorbiert. 

Die Liésung wurde nun gegen Lackmus vollstindig neutrali- 
siert und die Hilfte wiederum mit Kohle in 2 Anteilen von 6 bzw. 
5 g geschiittelt. Hierbei trat deutlich eine gewisse Adsorption ein. 





Tabelle 6. 


cem Z-Lésung 


were cm ao = 





Fe-Filtrat + unbehand. Fe-Extrakt | 0,8 | 2,45 | 3,4 5,2 | 6,85 | 7,4 
Fe-Filtrat + Kohle ads. Fe-Extrakt | 0,8 | 2,3 | 8,25 5,0 | 6,2 | 6,5 
Fe-Filtrat selbst. . . . . . . | 05 | 1,85] 28 4,0 | 4,5 | 4,55 


Die Adsorption ist indessen nicht erheblich und eine Extrak- 
tion der Kohle mit angesiiuertem Alkohol blieb ohne Erfolg. 

Die andere Halfte der Lésung wurde mit NaOH bis zu 
Py = 8,9 alkalisch gemacht und mit Kohle wie oben geschiittelt. 
Auch hier konnte keine Adsorption beobachtet werden, sondern 
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das Filtrat stellte vollstindig die Aktivitit des Fe-Filtrates wieder 
her. Die aktive Substanz kann also offenbar an Kohle bei keiner 
Aciditit adsorbiert werden. 

Fallung mit Baryt. — Das neutralisierte Filtrat von der 
Adsorption mit Kohle bei p,, = 8,5 wurde mit Baryt bis zur 
stark alkalischen Reaktion (p,, > 12) versetzt, wobei Phosphat 
und Sulfat ausfallen. Das Filtrat wurde von Ba befreit und die 
Fallung in Wasser suspendiert, nach Zusatz von 2 ccm konzen- 
trierter Schwefelsiure wurde */, Stunde geschiittelt. 

Das Filtrat nach der Barytfillung erwies sich ganz inaktiv; 
die gesamte Aktivitit befand sich im Filtrat nach der Schwefel- 
siurebehandlung der Barytfillung. Die aktive Substanz ist also 
vom Phosphat adsorbiert worden. 

Um die Verhiltnisse in saurer (oder neutraler) Lisung zu 
untersuchen, wurde die letztere Lisung (welche also Schwefel- 
siure und Phosphorsiure enthielt) mit Baryt genau auf den 
Neutralpunkt gebracht. Die Fiallung wurde abzentrifugiert und 
nur das Zentrifugat gepriift. 


Tabelle 7. 





eem CQ,/St. 
ecm Z-Loésung heel 
0,2 | 0,5 | 10 | 15 


| 


0 0,1 | 
Filtrat von H,SO,-behandelter 
Barytfillung + Fe-Filtrat. .. | 0,8 2,6 | 3,4 5,25 7,2 8,0 
Gleiches Filtat gefillt mit Baryt | 
i re 1,3 3,8 4,4 6,2 6,5 6.6 
PE 6.4 ooo & RO w &> 1,0 3,7 42 | 5,3 5,6 5,6 





Letzteres Filtrat enthilt somit nur unbedeutende Mengen 
der aktiven Substanz, so daB auch das in neutraler Lisung aus- 
fallende Phosphat die aktive Substanz zu adsorbieren scheint. 

Um zu ermitteln, ob diese Adsorptionsfihigkeit auch dem 
bereits ausgefallten Bariumphosphat zukommt, wurde ein Filtrat 
der schwefelsiurebehandelten Barytfillung mit Ba,(PO,), bei 
Py = 10 geschiittelt; das Bariumphosphat war durch Fiillung von 
KH,PO, mit Baryt und wiederholtes Dekantieren dargestellt 


worden. 
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Tabelle 8. 





eem CO,/St. 
cem Z-Loésung - ee 
0 | O1 | 02 | 05 | 10 | 1 


Filtrat nach Ba,(PO,),- Behandlung | | 
ee 2 | a ee 10 | 4,05 5,35 | 7,2 | 8,0 | 8,3 


WeWMiltrat.........06006 10 | 325 |) 3,9 | 4,45 | 5,4 | 5,4 





Das bereits gefallte (krystallinisch) Phosphat ist also offen- 
bar nicht imstande, die aktive Substanz zu adsorbieren, dab 
vielmehr die Adsorption nur am entstehenden (noch ungeordneten) 


Ba-Phosphat eintritt. 

Bisher wurde die aktive Substanz von der Phosphatfallung 
durch Behandlung mit Schwefelsiure in stark saurer Lésung ab- 
getrennt. Es wurde nunmehr versucht, die Extraktion bei schwach 
saurer Reaktion durchzufiihren. Zu diesem Zweck wurde am 
frisch entstehenden Ba-Phosphat adsorbiert und dieses extrahiert, 
indem zuerst eine Stunde bei p,, = 5,5 geschiittelt wurde und 
nachher bei p,, = 4,0 gekocht wurde. Im ersten Fall ging keine 
Aktivitaét in die Lésung und im letzteren Fall zeigte die Lésung 
nur schwache Aktivitit, welche jedoch von etwas aufgespaltener 
Fillung herriihren dirfte; die maximale CO,-Entwicklung erhéhte 
sich niimlich von 5,4 bis 6,1 cem/St. Es war somit nicht még- 
lich, aus der Phosphatfillung die aktive Substanz in andere 
Weise zu eluieren als unter Zersetzung des Phosphates. 


Andere Phosphate. — Nachdem es also offenbar unmég- 
lich war, die aktive Substanz mittels Barium von der Phosphor- 
siiure abzuscheiden, wurde ein ihnlicher Versuch mit Aluminium- 
und mit Bleiphosphat gemacht. Jede der beiden Hilften 
eines Fe-Extraktes wurde also vollstindig mit Aluminiumsulfat 


Tabelle 9. 





cem Z-Lésung niin iantaiies 





1) 0,1 0,2 0,5 10 | 1,5 

} 
Al-Filtrat + Fe-Filtrat...... 0.55 | 21 3,4 | 4,75 ' 4,9 | 4,95 
Pb-Filtrat + Fe-Filtrat ..... 0,8 2,9 3,4 4,2 48 | 49 
a 1,3 3.7 4,2 5,3 5,6 | 5,7 
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bzw. Bleiacetat gefallt. Auch bei diesen Versuchen wurde in- 
dessen die aktive Substanz von den betreffenden Phosphaten mit- 
gerissen. 

Da AIPO, in Essigsiure unléslich ist, wurde diese Siure als 
Extraktionsmittel verwendet. Das Phosphat wurde in Wasser 
suspendiert, zu welchem KEssigsiure bis p, = 4 gesetzt wurde, 
und die Suspension wurde 10 Minuten gekocht. Hierbei gingen 
also etwa 50°/, der Aktivitat in Lésung; die Lésung ist nimlich 
imstande, die Aktivitit des Fe-Filtrates bis zur Hilfte des mit 
Fe-Extrakt erreichbaren Wertes zu steigern. 


Tabelle 10. 








eem CQ,/St. 
ecm Z-Lésung | f ; | 
0 | 0.1 O02 | 05 | 1,0 | 1,5 
a 12 | 3,4 | 40 4,7 | 5,4 | 5,6 
Fe-Filtrat + Fe-Extrakt ..... 1,0 3,4 5,2 7,3 8,3 8,5 
Fe-Filtrat + Al-Extrakt..... 1,0 3,5 4,7 6,0 6,7 7,1 


Der Fe-Extrakt erhéht die Aktivitit im Fe-Filtrat von 5,6 
bis 1,2 = 4,4 ccm/St. bis 8,5 — 1,0 = 7,5 ccm/St.; der Extrakt 
von AlPO, erhéht dagegen von 4,4 bis 7,1 — 1,0 = 6,1 ccm/St., 
somit ungefaihr auf die Hilfte. Die Voraussetzung fiir die Zu- 
liassigkeit einer derartigen quantitativen Berechnung ist natiirlich, 
daB die Volumina der betr. Extrakte unveriindert sind; dieselben 
wurden stets so gewihlt, daB bei der Mischung mit Fe-Filtrat 
ein Volumen Extrakt + 9 Vol: Filtrat genommen wurden. 


Beim Versuch, die Essigsiure aus obigem Al-Extrakt mit 
Ather auszuschiitteln, entstand nach einigen Ausschiittelungen 
eine flockige Fallung in der wiBrigen Phase. Dieselbe wurde 
abfiltriert, trat aber nach weiteren Ausschiittelungen wieder auf 
und diirfte aus Al(OH,) bestehen, welches durch fortschreitende 
Hydrolyse des Aluminium—Acetats entstehen kann, da die Hssig- 
siure allmihlich verschwindet. Die Methode eignet sich also 
nicht zur Bestimmung des Trockengewichtes der Priiparate. 


Kieselsiure. — Wir verzichten auf die ausfihrliche Wieder- 
gabe der Versuche und erwihnen nur, daB die aus Na,SiO, mit 
konzentriertem Ammoniumchlorid ausgefallte Kieselsiure die 
aktive Substanz nicht zu adsorbieren vermochte. 
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Behandlung des Hg-Filtrates mit Al(OH,). 


Im AnschluB an friihere Versuche') wurde das gleiche Hg 
Filtrat, welches beim Versuch ,,Fe-Behandlung bei verschiedener 
Aciditit“ angewandt worden war, mit einer Suspension von aus- 
gewaschenem Tonerdehydrat versetzt und sofort zentrifugiert. 
Das Hydrat wurde wie friiher mit 1°/, KH,PO,-Lésung eluiert. 
Die Girwerte zeigen, daB das Aluminiumhydrat genau den 
gleichen Effekt ausiibt wie das Ferrihydrat. 


Tabelle 11. 








eem CO,/St. 
cem Z-Lésung = italiane 
0 0,1 02 0,5 1,0 | 1,5 
Dialysat ..........00.. 10 | 45 | 64 | 82 | 85 | 8,75 
I 12 | 36 4,3 | 5,2 | 56 | 5,7 
Al-Filtrat + Extrakt....... 13 | 4,1 5,55 | 17,8 | 8.6 | 8,95 
Fe-Filtrat + Extrakt....... 1,2 4,0 5,5 | 17,8 | 8,4 | 8,6 


Phosphorbestimmungen (Methode von EKmbden). Ein 
Dialysat von der Aktivitat HA = 0,12 ccm = 3,83 mg wurde mit 
Bleiacetat gefillt, neutralisiert und direkt mit HgCl, und Hg(NH,), 
gefillt. Die Aktivitit des Hg-Filtrates betrug HA = 0,12 ccm = 
1,85 mg. (Diese Bestimmung konnte nicht direkt ausgefihrt 
werden wegen der hemmenden Wirkung der Salze. Deswegen 
wurde diese Hemmung mit Ferrihydrat gehoben und die Akti- 
vitit mit He-Extrakt wiederhergestellt.) Das Priaparat besitzt 
den gleichen Reinheitsgrad wie er friiher gefunden wurde, nim- 
lich HA = 1,8 mg. 

Hg-Filtrat. — Im Hg-Filtrat entsteht mit Embdens Rea- 
gens direkt keine Fillung, dasselbe kann somit keine anorga- 
nische Phosphorsiure enthalten. Deswegen wurden 2 ccm des 
Filtrates eingedampft und mit Schwefelsiure + H,O, verbrannt. 
Die Bestimmung ergab 19,8 mg Fillung = 0,254 mg P,O,/ecm = 
0165"), Eat) 

Fe-Filtrat. Hierauf wurden ebenfalls 2 ccm Fe-Filtrat 
eingedunstet und verbrannt. Es entstanden 16,35 mg Fiallung 
= 0,210 mg P,O,/com = 0,233 mg in der Ausgangslésung, was 
also einen Verlust von 8°/, durch die Fe-Adsorption bedeutet. 











') Euler u. Brunius, Svenska Bryggareféreningens manadsblad, 


S. 262 (1928). 
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Vv. Einwirkungen der Z-Praparate auf die Hefe. 


Nach einem Versuch von Brunius wird der Aktivator an- 
genihert quantitativ aus dem Substrat bei einer Z-Konzentration 
von 0,1 ccm aufgenommen, aber nur in Gegenwart von Glucose. 

Dieser Versuch ist erweitert worden teils hinsichtlich des 
Grades der Adsorption und teils hinsichtlich der Anderung der 
Girfihigkeit der Hefe. Es wurde zuniichst das Resultat bestitigt, 
daB in Abwesenheit von Glucose kein Aktivator aus der Lésung 
aufgenommen wird. Nach Abzentrifugieren der Hefe hatte das 
Substrat die gleiche Aktivierung wie das Dialysat (also wie vor 
der Behandlung). Deswegen wurde die Oberhefe mit Glucose 
+ Z-Aktivator vorbehandelt, und zwar wurde letzterer in ver- 
schiedenen Konzentrationen zugesetzt entsprechend 0,1; 0,2; 0,3; 
0,45 sowie 0,7 ccm. Die Suspensionen erhielten also die folgende 
Zusammensetzung: 

0,1 cem: 5 ecm Dialysat + 45 cem Wasser + 2,0g Hefe + 4,0 g Glucose 
0,2. ecm: 10 cem - + 40 ccm » +F20g , +408 - 
0.3 ecm: 7,5 ecm ¥ +17,5ecem , +1,0g , +2,0¢g 

0,45 ccm: 11,25 ccm __,, +13,75ceccem .. +1,0g , +2,0¢ - 
0,7 cem: 17,5 ccm ” + 75 cem , +10g , +2,0¢g es 


Die Suspensionen bleiben in 200 ccm Erlenmeyer-lolben im 
Schiittelthermostaten bei 30° 7 Stunden in Bewegung. Hierauf 
standen sie ruhig iiber Nacht. Am folgenden Morgen wurde die 
Hefe abzentrifugiert und durch Suspension in Wasser und Ab- 
zentrifugieren gewaschen (Hefe v). Die von derselben abgeschiedene 
Substratfliissigkeit wurde bis zur angeniherten Trockenheit zwecks 
Entfernung des Alkohols eingeengt und bis zu dem im betreffen- 
den Fall zugesetzten Dialysatvolumen verdiinnt, worauf die Akti- 
vitit dieser Lésungen an frischer Oberhefe gepriift wurde. Die 
vorbehandelte Hefe v wurde auf ihr Verhalten gegen das gleiche 
Dialysat untersucht, welches auch bei der Vorbehandlung zur 
Verwendung gekommen war. Die dabei notwendige Hefesuspen- 
sion in Glucoselésung wurde bereitet durch Aufschliimmen der 
abzentrifugierten Hefe im richtigen Volumen destillierten Wassers: 
die beiden ersten in 50 ccm und die iibrigen in 25 ccm, wovon 
in 12,5 cem 1 g Glucose aufgelést wurde. ?) 





') Beziiglich der Zusammensetzung der Giirungssuspensionen siehe 
T. Philtpson, Diese Z. 195, 20 (1930). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCYV. 


- 
‘ 
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Tabelle 12. 
Restaktivitit der Substratflissigkeit. 





ecem CO,/St. nach Vorbehandlung mit 
com Aktiv. 
0,1 ecm 0,2 cem 0,3 cem 0,45 eem 0,7 cem 
0 1,3 1,3 1,2 1,2 1,3 
0.1 1,4 1,5 | 1,75 1,95 2.55 
0,2 1,5 6) ae 2,05 2,6 3,3 
0,5 1,6 1,75 | 2,795 2,8 3,95 
1,0 1,75 1,8 | 0 5.0 5,25 





In der Substrattliissigkeit findet sich also nach der Beband- 
lung mit 0,1 und 0,2 ccm keine Aktivitit mehr (die Aktivitaét des 
Dialysates geht aus der Fig. 4 hervor) und nach Behandlung mit 
0,3 und 0,45 ccm ist dieselbe sehr schwach. Nach Behandlung 
mit 0,7 ccm ist indessen ein Teil der Aktivitét tibrig, und zwar 
etwa so viel, als 0,15 com Dialysat entspricht: 1,0 ccm der Sub- 
stratfliissigkeit (mit anderen Worten das Unverdiinnte) hat diese 
Aktivitit. Dies stimmt gut iiberein mit der Aktivierungskurve 
des Dialysates (Fig. 4), aus welcher hervorgeht, daB bei etwa 0,5 ccm 
die Sittigungsaktivitit erreicht ist, ein Wert, unter welchem die 
Hefe also noch weiteren Aktivator aufnehmen kann. 


Kinwirkung des Dialysates auf die vorbehandelte Hete. 

Die aus den Girungswerten sich ergebenden Aktivititskurven 
findet man in der Fig. 4. Dieselben zeigen folgendes: Sobald der 
Siittigungszustand erreicht ist (0,45 ccm) kaun die Hefe nicht 
mehr weiter aktiviert bzw. zu einer héheren Girungsgeschwindig- 
keit gebracht werden; die Kurve tir die 0,7 cem Hefe ist nimlich 
so gut wie identisch mit derjenigen fiir die 0,45 ccm Hefe. Hin- 
sichtlich des Verlaufs der Kurven ist folgendes zu bemerken: 
Berechnet man aus derselben die Halbaktivierung, so erhalt man 
aus allen Kurven den Wert HA = 0,12 ccm. Die Aufnahme- 
fihigkeit der Hefe fiir den Aktivator ist also unverandert 
und unabhingig vom Sittigungszustand. 


Kinwirkung des Z-Priparates auf Unterhefe. 


Schon friiher war festgestellt worden, daB Unterhefe durch 
Z-Lésungen in anderer Weise aktiviert wird als Oberhefe; erstere 
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reagiert namlich dem Aktivator gegeniiber bedeutend schwiicher 
als letztere: die Giirungsgeschwindigkeit der Unterhefe wird vom 
Dialysat nur auf das 3fache, die der Oberhefe dagegen auf das 
8S—10fache erhdht. 

Indessen zeigt die Aktivierungskurve des Dialysates gegen- 
iiber Unterhefe beziiglich Form und Lage eine auffallende 
Ahnlichkeit mit derjenigen Aktivierungskurve, welche 








2 i 
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Fig. 4. Vorbehandelte Hefe. Fig. 5. 
I: Hefe unvorbehandelt; x—————— * Oberhefe + Fe-Filtrat ; 
ae init 0,1 ccm vorbehandelt Dial 
’ > ON a it. ia ysat 
7. ” ”? = ” ” F VY Unterhefe oi Fe-Filtrat; 
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mit Oberhefe + FKFe-Filtrat erhalten wird. Aus diesem 
Grund wurde die Aktivierung, welche durch Unterhefe + Fe-Fil- 
trat eintritt, untersucht. 


Es ergibt sich also das iiberraschende Resultat, dab die 
Unterhefe in ganz identischer Weise von einerseits 
Dialysat und andererseits Fe-Filtrat aktiviert wird, 
letztere Girungskurve (Fig. 5) schlieBt sich sehr nahe 
derjenigen, welche mit Oberhefe + Fe-Filtrat erhalten 
wird an. Es liegt nahe, hieraus den Schlub zu ziehen, dab die 

7% 
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Tabelle 13. 





u. Tore Philipson, Zur Kenntnis der Aktivatoren Z. 





eem-Loésung 





Oberhefe + 


cem CO,/St. 


Fe-Filtrat Dialysat 
1,0 1,9 
3,4 | 4,0 
4,4 5,25 
5,15 5,0 
5,3 5,5 


Unterhefe + 


Unterhefe + 
Fe-Filtrat 


1,9 
4,0 


5,6 


Unterhefe nur von demjenigen Teil des Z-Aktivators 
beeinfluBt wird, welcher durch Ferrihydrat nicht ad- 
sorbiert wird. Indessen sollen einstweilen noch keine weiteren 
Schliisse gezogen werden, bevor diese Seite des Z-Aktivator- 
Problemes niher experimentell untersucht ist. 
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Uber verschiedene Wege des Zuckerabbaues 
im tierischen Organismus. II. 
von 


Erwin Bumm und Karl Fehrenbach. 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Minster.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Januar L031.) 


In unserer ersten Mitteilung') iiber die Wege des Zucker- 
abbaues hat sich zeigen lassen, daB die Glucosespaltung in der 
tierischen Zelle auf zweierlei Art erfolgen kann. Im aktivierten 
Muskelextrakt z. B. verliiuft die Zuckerglykolyse nach Unter- 
suchungen O. Meyerhofs”) analog dem Mechanismus der Poly- 
saccharidspaltung unter intermediirer Bildung von Hexosephos- 
phorsiureestern, und zwar wird Glucose nur angegriffen, wenn 
das glykolytische Ferment des Muskelextrakts durch Zusatz von 
Hexokinase, einem thermolabilen Aktivator aus Hefe, ergiinzt wird. 
Kbenso verhalt sich ‘Trockenmuskel*). Im Gegensatz hierzu 
konnten wir bei tiberlebender quergestreifter weiBer Muskulatur 
eine Glucosespaltung auffinden, welche nicht durch Hexokinase 
und Co-Zymase beschleunigt wird, sondern nur durch einen zuerst 
in Tumorextrakten nachgewiesenen Aktivator‘), den wir vorliufig 
Co-Ferment TT’ genannt haben. 

Im Verlaut dieser Glucosespaltung sind andere Zwischen- 
produkte als beim Glykogenabbau anzunehmen. Bei gleichzeitiger 
maximaler Steigung von Glucose- und Glykogenspaltung des 
weiBen Muskels findet man nimlich einen Wert fiir die Gesamt- 
glykolyse, der sich genau aus der Summe der einzelnen, maximalen 
(sérungsgeschwindigkeiten von Glucose und Glykogen zusammen- 
setzt. Wir haben aus diesem Befund den SchluB gezogen, dab 
der Zerfall der Glucose hier ohne die intermediire Bildung der 





1) Bumm u. Fehrenbach, Diese Z. 193, 238 (1930). 

*) Biochem. Z. 183, 176 [1927]. 

3) v. Euler, Diese Z. 177, 144 (1928). 

4) Waterman, Brit. Journ. of Exper. Path. 6, 300 (1925). 
Kraut u. Bumm, Diese Z. 177, 125 (1928). 
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Hexosephosphorsiureester stattfindet. [enn wiirde der Glucose- 
abbau ebenfalls iiber die bekannten Phosphorsiéureester fiihren, 
so miibte die Glykolysegeschwindigkeit durch die Leistungsfihig- 
keit des gemeinsamen veresternden ‘l'eilfermentes begrenzt sein. 

Um dieses Ergebnis sicherzustellen, erbringen wir nun den 
Nachweis, dab das Leistungsvermégen der mit Co-Zymase akti- 
vierten Phosphatese schon durch den Glykogenabbau vollstindig 
ausgenutzt wird. Dazu vergleichen wir unter Zusatz von Co-Zymase 
die Polysaccharidspaltung einerseits mit der Glucosespaltung in 
Gegenwart von Hexokinase andererseits bei einem Gewebe, das 
nur unter Phosphorylierung zu glykolysieren vermag. JDies ist 
bei rotem Muskel der Fall. Zugesetzte Glucose bleibt hier un- 
verindert, solange Hexokinase fehlt. Je nach dem Gehalt an 
zelleigenem Kohlehydrat sind nun zwei Grenzfille méglich, die 
sich beide experimentell verwirklichen lassen. Bei hohem Glykogen- 
gehalt des Muskels wird die Glykolyse auch nach Zusatz von 
Glucose -+- Hexokinase niemals iiber den Wert gesteigert, der in 
kohlehydratfreier Ringerlésung erscheint. Bei geringem EHigen- 
glykogengehalt — also bei Substratmangel — bewirkt dagegen 
Zusatz von Glucose + Hexokinase eine erhéhte Milchsiurebildung. 
Genau dieselbe Menge Milchsiiure bildet sich aber auch bei 
Glykogenzusatz, d.h. wenn man den Mangel an zelleigenem 
Substrat durch zugefiigtes Polysaccharid ausgleicht. Durch Zusatz 
von Co-Zymase wird demnach die Leistungsfahigkeit der Phosphatese 
voll ausgenutzt. Da aber beim weiben Muskel der Zusatz von 
Glucose zu einem UberschuB von Glykogen eine weitere Steigerung 
der Milchsiiurebildung bewirkt, so muf die aus Glucose zu- 
siitzlich gebildete Milchsiiure ohne intermediire Veresterung ent- 
standen sein. 

Dieses Ergebnis steht im EKinklang mit einer Reihe schon 
linger bekannter Befunde. Im allgemeinen fehlt denjenigen Ge- 
weben, welche Glucose leicht abbauen und Glykogen nur lang- 
sam spalten oder gar nicht angreifen, die Fahigkeit, zugesetzte 
Hexosephosphorsiureester in Milchsiiure zu verwandeln. Wir 
haben friiher gezeigt, daB sich die Glykolyse bei diesen Geweben 
stets durch Co-Ferment T aktivieren lieB.') Umgekehrt beobachtet 
man bei Geweben mit groBem Glykogenstoffwechsel eine deutliche 
Abhingigkeit der Glykolysegeschwindigkeit vom Phosphatgehalt 
und findet dementsprechend eine lebhafte Hexosephosphorsiure- 


') Kraut u. Bumm, Diese Z. 184, 196 (1929). 
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esterspaltung. Aus diesen Stoffwechselverschiedenheiten hat 
C. Oppenheimer’) den SchluB gezogen, daB ,,die roten Blut- 
kérperchen neben dem Muskel und wahrscheinlich der Leber die 
einzigen Zellarten sind, bei denen die Phosphatbindung obligat 
zu sein scheint.“ In neuerer Zeit aubert Meyerhof*), daB das 
vom Muskel ... ,abweichende Verhalten der iibrigen Gewebe viel- 
leicht daraut zu beziehen sei, daB bei der Zuckerspaltung hier 
intermediar keine Phosphorsiureester gebildet werden... Eine 
sichere KEntscheidung beziiglich des Glykolysemechanismus der 
anderen Gewebe ist jedoch bisher nicht méglich...“ 

Wahrend wir in den Versuchen der ersten Mitteilung experi- 
mentell die Glucosespaltung ohne Phosphorylierung nur in solchen 
Fiillen bewiesen haben, in denen die Milchsiurebildung aus Glucose 
neben einem grofen Glykogenumsatz und vollstiindig unabhingig 
von diesem stattfand, haben wir nun versucht, eine Glykolyse 
unter AusschluB intermediirer Phosphatbindung allgemeiner bei 
denjenigen Geweben nachzuweisen, welche in erster Linie Glucose 
als Substrat fiir ihren Stoffwechsel verwenden. Kntsprechend ihrer 
hohen Glucosespaltung haben wir vor allem Retina und graue 
Hirnsubstanz untersucht. 

Fiir graue Hirnsubstanz liegen in dieser Richtung schon ein- 
gehende und schéne Versuche vor. Ch. A. Ashford und EK. G. 
Holmes?*) haben die Rolle des Phosphats bei der Glykolyse von 
Gehirnsubstanz untersucht, und beobachtet, daB beim Kaninchen- 
gehirn die Spaltung von Glucose nicht an die Gegenwart von 
anorganischem Phosphat gebunden ist, wihrend daneben eine 
quantitativ unbedeutende Glykogenspaltung mit dem bekannten 
Umsatz von Phosphat einhergeht. In Gehirnaufschwemmungen, 
in denen das anorganische Phosphat durch Fallung als Calcium- 
salz bei schwach alkalischer Reaktion niedergeschlagen war, war 
die Geschwindigkeit der Milchsiurebildung aus Glucose gegeniiber 
den phosphathaltigen Kontrollen nicht herabgesetzt, dagegen die 
Glykogenspaltung vollstindig verhindert. Allerdings sind die in 
den Tabellen angegebenen Werte fiir die GlykolysengréBe siimtlich 
auffallend gering, im giinstigsten Versuch betrug die stiindliche 
Milchsiurebildung nur 0,8 °/, des 'Trockengewichts, also etwa 3/,, 
der normalerweise gefundenen. Indessen konnten wir bei einer 





') Oppenheimeru. Kuhn, Lehrbuch d. Enzyme, $.603, Leipzig 1927. 

*) Meyerhof, Die chemischen Vorginge im Muskel, 8S. 194, Springer, 
Berlin 1930. 

°) Biochem. Journ. 23, 748 (1929). 
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Nachpriifung die Angaben Ashfords und Holmes’ auch bei 
normaler Glykolyse bestaitigen. Wir ergiinzen diese Versuche 
durch einen Vergleich der Wirkung der drei Aktivatoren Co- 
Zymase, Hexokinase und Co-Ferment ‘I’ auf die Glykolyse der 
grauep Hirnsubstanz. Der Hexokinase kommt nach den Meyer- 
hofschen Untersuchungen!) die Aufgabe zu, Glucose in eine 
speziell der Veresterung zugingliche Form zu verwandeln, Co- 
Zymase ist dagegen als der eigentliche Aktivator der Veresterungs- 
reaktion anzusprechen. Beide Aktivatoren miiBten ebenso wie 
bei roter Muskulatur oder Nierengewebe die Milchsiurebildung 
auch bei grauer Hirnsubstanz beschleunigen, wenn hier eine inter- 
mediire Phosphorylierung am Abbau der Glucose iiberhaupt teil- 
hatte. Dies ist nicht der Fall. Sowohl Hexokinase wie Co-Zymase 
zeigen keinerlei aktivierenden Einflub auf die Gehirnglykolyse. 
(xsanz anders verhilt sich dagegen Co-Ferment I’, beim Zusatz- 
versuch tritt gegeniiber den Kontrollen eine Vermehrung der 
Milchsiurebildung um 40—90°/, ein. Dieses Verhalten der drei 
Aktivatoren gegeniiber Gehirn bestiitigt und ergiinzt auch unsere 
friiher an Muskulatur erhaltenen Ergebnisse. Co-Zymase und 
Hexokinase beeinflussen die Glykolyse nur in den Fiillen, wo im 
Verlauf des Abbaues eine intermediiire Phosphatveresterung statt- 
tindet, Co-Ferment T aktiviert nur die reine Glucosespaltung, 
die ohne nachweisbare Beteiligung von Phosphat vor sich geht. 
Dem entspricht es vollkommen, dai der Zusatz von Arseniat, 
der bekanntlich die Spaltung von Hexosephosphorsiure und damit 
auch diejenige von Glykogen beschleunigt, auf den durch Co- 
ferment ‘I’ aktivierten Glucoseabbau ohne EinfluB ist. 

Die Unabhingigkeit der Glucosespaltung von anwesendem 
Phosphat kommt am deutlichsten bei der Glykolyse der Retina 
zum Ausdruck, schon deswegen, weil dieses Gewebe den gréBten 
iiberhaupt nachgewiesenen Glucoseumsatz besitzt. Die Bestimmung 
des Phosphat- und Glucoseumsatzes der Netzhaut hat ergeben, 
daB in den meisten Versuchen im Verlauf der Glykolyse iiber- 
haupt kein Phosphat in Loésung abgespalten wird. In anderen 
Fallen und zwar vor allem dann, wenn der Zusammenhang der 
diinnen Netzhaut durch das Schiitteln beim Versuch nicht er- 
halten bleibt, finden wir 0,02—0,03 mg P,O, pro mg Trocken- 
gewicht abgespalten, wichtig ist aber, daB diese Phosphatmenge 
mit der Zeit nicht zunimmt, gleichgiiltig, ob der Versuch nach 


') Biochem. Z. 183, 176 [1927]. 
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1, 2 oder 3 Stunden abgebrochen wird, und dab im Ansatz mit 
glucosefreier Ringerlésung stets etwas mehr Phosphat entstanden 
ist. Vermehrt man nun den Phosphatgehalt bis zu m/20, so fiihrt 
dies bei Retina nur zu einer geringen Zunalime der Milchsiure- 
bildung, wihrend die Glykogenspaltung des Muskels in hohem 
MaBe von vorhandenem Phosphat abhiingt und erst in m/10-Lésung 
die maximalen Werte erreicht.!) Wir haben uns weiter die Frage 
vorgelegt, wieviel Phosphat in der Netzhaut tiberhaupt im Falle 
einer intermedidiren Veresterung zur Verfiigung steht. Wir finden 
einen Phosphatgehalt der Netzhaut zwischen 0,6 und 1°/, P,O, 
bezogen auf das Trockengewicht. Diese Menge Phosphat miibte, 
wenn eine Phosphorylierung stattfindet, 35mal in der Stunde 
umgesetzt werden, wobei noch, was sehr unwahrscheinlich ist, 
das gesamte im Gewebe vorhandene Phosphat am Zuckerumsatz 
teilnehmen miiBte. In dem zum Vergleich heranzuziehenden 
(zslucoseumsatz des aktivierten Muskelextrakts*) wird dagegen das 
Phosphat nur 1,3 mal in einer Stunde umgesetzt. 

Mit Ausnahme der Niere haben wir keine Anhaltspunkte 
gefunden, daB die Glucosespaltung im Organismus unter Beteiligung 
einer tierischen Hexokinase nach dem Schema des Glykogen- 
abbaues statttindet, vielmehr scheint dort, wo durch tierisches 
Gewebe Glucose gespalten wird, dies ohne nachweisbare Phosphat- 
zwischenstufe auf einem besonderen Wege zu geschehen. 


Experimenteller Teil. 

Wir verwenden als MaB der Glykolyse die Bestimmung der 
anaerob gebildeten Milchsiure entweder manometrisch nach der 
Methode Warburgs oder chemisch nach der modifizierten Fiirth- 
Charnasmethode®), letztere wurde vor allem zur Bestimmung der 
Glykolyse bei Phosphat oder Arseniatzusiitzen herangezogen und 
diente im iibrigen zur Kontrolle der Druckmethode. Im einzelnen 
stimmt unsere Versuchsanordnung mit der friiher ausfiihrlich be- 
schriebenen *) iiberein. 

In den Versuchen der T'ab. 1 wurde der EinfluB von Co- 
Zymase und Hexokinase auf die Glykogen- und Glucosespaltung 
von roter Muskulatur untersucht. Das verwendete Co-Zymase- 


1) Meyerhof, a. a, O., S. 117. 

*) Berechnet nach den Angaben von Meyerhof, Biochem. Z. 183, 
190, Versuch 7—8. 

8) Lehnartz, Diese Z. 179, 1 (1928). 

*) Diese Z. 177, 125 (1928); 184, 196 (1929). 
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Tabelle 





Glykogen- und Glucoseumsatz des roten Muskels inGegenwart 


von Co-Zymase und Hexokinase. 





-1 


10. 


11. 





Art des Gewebes 


Huhn 


Kaninchen 


Huhn 


Rind 


Trockenmuskel 


Kaninchen 


Huhn 


Rind 
Trockenmuskel 





Versuchsbedingungen 


0,05 eem Co-Zymase 
+ 10 mg Hexokinase II 
0,05 eem Co-Zymase 
+ 10mg Hexokinase I] 
0,05 eem Co-Zymase 
+ 10mg Hexokinase | 
0,05 eem Co Zymase 
+ 10mg Hexokinase II 
0,05 cem Co-Zymase 
+ 10mg Hexokinase | 
0,05 eem Co-Zymase 
+ 10mg Hexokinase II 
0,05 cem Co-Zymase 
+10 mg Hexokinase I] 
0,05 eem Co-Zymase 
+ 10 mg Hexokinase | 
0,05 cem Co-Zymase 
+ 10mg Hexokinase I] 
0,05 eem Co-Zymase 
+ 10mg Hexokinase I 
0,05 eem Co-Zymase 
+10 mg Hexokinase II 
0,05 eem Co-Zymase 
+ 10mg Hexokinase I] 
0,05 cem Co-Zymase 
+ 10 mg Hexokinase I] 
0,05 cem Co-Zymase 
+ 10mg Hexokinase | 


0,05 cem Co-Zymase 
+ 10mg Hexokinase II 





M. Q. in Ringerlésung \ 
ohne mit mit 
Zucker Glykogen Glucose 


0,0172 
0,0136 
0,0305 
0,0267 
0,0215 
0.0168 
0,0076 
0,0072 
0.0117 
0,0116 
0,0148 
0,0019 
0,000 

0,0089 


0.0047 


0,0190 
0,0138 


0,0239 


0.0190 
6.0117 


0,0101 


0,0107 
0,0117 
0,0188 


0,0074 


0,0184 
0,0137 | 
0,0294 


0,0208 


0,0174 





0,0188 
0,0100 


0,0100 





| 0,0157 
0,0245 
0,0211 
0,0098 
0,0111 
0,0159 


0,0077 


priparat besaB einen Reinheitsgrad von ACo 20000 und enthielt 


30 Co-Zymaseeinheiten pro ccm. Die 
sowohl nach dem Eulerschen?) wie nach dem Meyerhofschen’) 


1) Diese Z. 178, 164 (1928). 
2) Biochem. Z, 183, 186 (1927). 


Hexokinase 


stellten wir 
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Verfahren her. Beide Priiparate waren gleich wirksam. Aus 
dem Vergleich der Glykolyse in zuckerfreier und glykogenhaltiger 
Ringerlosung ergibt sich einerseits die GréBe der Spontanglykolyse, 
bedingt durch den jeweiligen Gehalt an zelleigenem Glykogen, 
andererseits bei Substratiiberschu8 die maximal mégliche Poly- 
saccharidspaltung des betreffenden Muskels. Neben diesen beiden 
GcirungsgréBen wurde in einem 3. Versuch die Milchsiurebildung 
bei Glucosezusatz bestimmt. In den Versuchen 1—5 der Tab. | 
finden wir eine spontane Milchsiurebildung zwischen 2 und 8°), des 
Trockengewichtes pro Stunde, in den entsprechenden Versuchen 
6—15 ist dagegen nur 1°/, oder noch weniger Milchsiiure ent- 
standen. Zusatz von Glykogen aindert die Girungsgrébe bei den 
Versuchen mit hoher Spontanglykolyse gar nicht (1—5), bewirkt 
aber bei den unter Nr. 6—15 verzeichneten Fillen eine Steige- 
rung des Polysaccharidumsatzes bis zum maximal méglichen Wert 
des betreffenden Gewebes. Die in der 3. Spalte der Tabelle an- 
gegebene Glykolyse bei Glucosezusatz stimmt in allen Versuchen 
mit der GréBe der maximalen Polysaccharidspaltung iiberein. Bei 
roter Muskulatur ]aBt sich also die gleiche maximale Glykolyse 
sowoh] mit Glykogen als auch mit Glucose erzielen, wenn die 
Gesamtspaltung mit Co-Zymase und der Glucoseabbau auBerdem 
noch durch Hexokinase aktiviert wird. Die Gré8e der Milchsiiure- 
bildung wird in beiden Fallen durch die Leistungsfihigkeit des- 
selben Teilfermentes begrenzt. 

Vollig anders verhilt sich graue Hirnsubstanz gegeniiber 
Co-Zymase und Hexokinase (Tab. 2). Wir haben hier den Kin- 
fluB der beiden Aktivatoren auf die reine Glucosespaltung von 
Rattenhirn gemessen. Weder Co-Zymase (Versuch 11—20) noch 
Hexokinase (Versuch 21—26) vermag diese Glykolyse zu_be- 
schleunigen, vielmehr laBt sich bei Hexokinasezusatz eine ge- 
ringe Hemmung beobachten. In Erginzung friiherer Versuche 
haben wir ferner die Wirkung von Co-Ferment auf den Zucker- 
umsatz der grauen Hirnsubstanz noch einmal nachgepriift (Ver- 
such 1—10). Im Gegensatz zu Co-Zymase und Hexokinase wird 
durch diesen Aktivator die Glykolyse gegeniiber den Kontrollen 
um 40—90°/, erhéht. Im Versuch 3 z. B. steigt die Milchsiure- 
bildung von 6 auf 11°/, des Schnittgewichtes. Der Unterschied 
zwischen Gehirn und roter Muskulatur beziiglich der Glucose- 
spaltung kommt in den Aktivierungsversuchen sehr deutlich zum 


Ausdruck. 
Zur weiteren Kennzeichnung des verschiedenen Abbaumecha- 
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Tabelle 2. 


EinfluB von Co-Ferment T, Co-Zymase und Hexokinase auf die 
Glucosespaltung der grauen Hirnsubstanz. 





M.().in Ringer mit M. (. in Ringer mit M. Q. in Ringer mit 
Glucose Glucose Glucose 
Nr. : Nr. 3 Nr. 
ohne + Co- ohne + Co- ohne + Hexo- 
Zusatz Ferment T Zusatz  Zymase Zusatz _ kinase 


1. | 0,0561 0,0812 11. | 0,0561 0,0519 21. | 0,0558 0,0426 
2. 10,0503 0,0966 12. | 0,1145 0,1180 22. | 0,0657 0,0603 
} 0.0604 0,1076 13. | 0,0617 0,0644 23. | 0,0502 0,0533 
4. | 0,0388 0,0629 14. | 0,0615 0,0450 24. | 0,0439 0,0372 
5. | 0.0615  0,0707 15. | 0,0612 = 0,0543 25.1 0,0966 0,0822 


6. | 0,0558 0,0963 16, | 0,0837 0,07T57 26. | 0,0650 0,0554 
7. 70,0657 ~~ -0,0906 17. | 0,0465 0,0443 | 

8. | 0,0439 0,0652 18. | 0,0587 0,0592 

9 | O,0348 0,0659 19. | 0,077 0,0619 


10. | 0,03842 U.0533 20. | 0,0746 0,0741 























nismus lift sich die Arseniatwirkung auf die Glykolyse heran- 
ziehen. Arseniat steigert niimlich in 5-10~° molarer Lésung die 
Milchsiiurebildung in zerschnittenem Muskel, vor allem in der 
zweiten Periode, um etwa 100°/,+); im Muskelextrakt beschleunigt 
es den Zertall von Hexosephosphorsiure schon in einer Konzen- 
tration von 1-107 etwa um denselben Betrag. In den Versuchen 
der T'ab. 3 haben wir deshalb die Glykolyse von Gehirn und Retina 
mit und ohne Zusatz von Arseniat bestimmt, einen EinfluB des 
Arseniats im Sinne einer Aktivierung konnten wir hier nicht 
beobachten (Versuch 1—12). Ahnlich wie Arseniat besitzt auch 
Phosphat die Eigenschaft, mit steigender Konzentration die Milch- 
siurebildung bei zerschnittenem Muskel zu vermehren.”) Das 
Milchsiiuremaximum wird erst in einer 8 - 10~? molaren Phosphat- 
lisung erreicht (100°/,), gegeniiber einem nur 45°/, igen Umsatz 
bei 2,3-107* mol. Phosphatgehalt. Phosphatzusatz bewirkt auch 
bei der Retina eine geringe Steigerung der Glykolyse, sie betrigt 
etwa '/,, des Gesamtumsatzes (Tab. 3, Versuch 13—20). Die 
gleiche Beobachtung hat Warburg*) bei Carzinomgewebe ge- 
macht. Wir glauben indessen, daB es sich hier dbnlich wie bei 


'!) Meyerhoff, a.a.O, S. 116. 
*) Meyerhoff, a.a. O., S. 117. 
5) Warburg, Biochem. Z. 182, 309 (1924). 








aCe ariretrmniar te Nicten omnese 
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Tabelle 3. 
Einflu8 von Arseniat und Phosphat auf die Glucosespaltung 
der grauen Hirnsubstanz und Retina. 














Nr. Art des Gewebes Versuchsbedingungen M.-Q. 
1 Gehirn _ 0.0612 
+ 1-10 3° mol. Arseniat 0,0565 

9 . ia 0,0790 
*is10 me sy, 0,0759 

3 - _ 0,0837 
+ 1-107? mol. - 0,0813 

4 - _ 0,0746 
+ 1-107% mol. - 0,0700 

5 Retina -- 0,1379 
+ 5-107% mol. - 0,1339 

6 - ~ 0,1381 
+ 5-107° mol. ” 0,1213 

7 . ~_ 0,1233 
+ 5-107 mol. ” 0,1228 

8 - — 0,0940 
+ 5-107 mol. “ 0,0981 

9 o — 0,1260 
+ 5-107° mol. . 0,1300 

10 ‘ a 0,2102 
+ 5-1073 mol. P= 0,1925 

11 ” -- 0,1406 
+ 5-107 °% mol. - 0,1440 

12 . — 0,1450 
+ 5°107° mol. i 0,1430 

13 - ve 0,1210 
+ 2-107 ’mol. Phosphat 0,1392 

+5-10-?mol. __,, 0,1379 

14 ” = 0,1233 
+ 2°107?mol. - 0,1433 

15 ‘ tl 0,1150 
+ 5-107? mol. a 0,1260 

16 ? wi 0,1435 
+ 2-107? mol. “ 0,1528 

17 r ~~ 0,1575 
+ 2-107 ?mol. ‘a 0,1713 

18 » oo 0,0940 
+ 2-10~*mol. ” 0,1153 

19 “ _ 0,1760 
+ 2-107? mol. i 0,1780 

20 - — 0,1639 
+ 5°10? mol. . 0,1800 





Erwin Bumm und Kari Fehrenbach, 
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Tabelle 4. 
Glykolyse und Phosphatuimsatz der Retina, 
At Abgespaltenes |Phosphatgehai: 
Nr.! Tierart S =] Versuchsbedingungen M.-Q. P,Q, des Gewebe: 
Ci mg/mg Tr.-Gew. | in °/, P.O, 
1.] Kaninchen] 60’] Retina nicht gewaschen [0,1 760 0,024 1,1 
” Hund 60’ - 0.28741 nicht bestimmbar | nicht bestim:, 
$.| Kaninchen | 60° ‘ ¥ , 0,1666 0,026 — 
4, 30’ . ‘ 0,1170 0,022 0,61 
120’ ‘ oh * 0.0926 0,020 — 
150’ - m i 0,0900 0,022 0,61 
i50’| In Ringer ohne Glucose |0,0090 0,039 as 
5, Hund 30’| Retina nicht gewaschen |0,3190] nicht bestimmbar 0,90 
60’ oe “i PR 0,2730 - i — 
120’ ‘s rm +9 0,2480 ” 0,89 
6.] Kaninechen] 30’]| Retina nicht gewaschen |0,1939 - - 1,06 
in Ringer ohne Glucose |0,0100 0,009 -- 
30’| Retina 4 x 5’ gewaschen [0,1550] nicht bestimmbar 1,09 
in Ringer ohne Glucose }0,0121 0,005 — 
30’ | Retina 4 x 10’ gewaschen ]0,2130 0,005 0,93 
in Ringer ohne Glucose |0,0130 0,009 — 
% 90} Retina nicht gewaschen |0,2301] nicht bestimmbar 0,68 
in Ringer ohne Glucose |0,0093 _ a 
8. 60’ | Retina 4 x 10’ gewaschen }0,1130 0,005 0,77 
in Ringer ohne Glucose {0,0100 0,009 — 
9. ” 60°} Retina nicht gewaschen |0,1870 1,13 
Retina 4 x 10’ gewaschen | 0,1578 — 0,89 
10. 60’} Retina nicht gewaschen |0,1530 0,006 0,63 
in Ringer ohne Glucose |0,0099 0,011 0,63 
11. . 60’ | Retina nicht gewaschen |0,1760] nicht bestimmbar 0,66 
in Ringer ohne Glucose [0,0071 0,02 0,66 
12 Rind 60’| Retina nicht gewaschen |0,2740] nicht bestimmbar 0,63 
in Ringer ohne Glucose [0,0092 0,02 0,62 





























mn 
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steigendem Bikarbonatzusatz um eine Salzwirkung des Phosphates 
handelt. Wahrend naimlich beim Muskel ein bestimmtes Minimum 
der Phosphatkonzentration fiir den Totalumsatz notwendig ist, 
glykolysiert Retina auch bei vélliger Abwesenheit von léslichem 
Phosphat. Versuche dieser Art sind in der ‘lab. 4 beschrieben. 
Zur Phosphatbestimmung verwenden wir die kolorimetrische Me- 
thode von Kuttner und Cohen!) mit einer Modifizierung, die 
Raymond und Levene?) beschrieben haben. Die untere Grenze 
des MeBbereichs liegt bei 0,001 mg P in 5 cem-Loésung. Fiir 
gréBere Phosphatmengen haben wir gelegentlich die Bestimmung 
nach Lohmann’) ausgefiihrt. Aus den Versuchen der Tabelle 
geht hervor, daB die Retina im Verlauf der Glykolyse gar kein 
oder nur auBerordentlich wenig Phosphat in Lésung abspaltet. 
DaB diese gelegentlich in der Lésung erscheinende geringe Phos- 
phatmenge nichts mit dem Glucoseumsatz zu tun hat, ist aus 
den Versuchen 4,6, 7 und 9 zu ersehen. Wir finden in glucose- 
freier Ringerlésung immer etwas mehr Phosphat abgespalten als 
im Ansatz mit Glucose. Ebenso iindert sich der Betrag an ab- 
geschiedenem Phosphat nicht mit der Dauer des Versuchs (Ver- 
such 4 und 5). Nach 380 Min. enthilt die Lésung die gleiche 
Menge Phosphat wie nach 150 Min. Um einen Einblick zu ge- 
winnen, wieviel Phosphat im Gewebe fiir den Glucoseumsatz iiber- 
haupt zur Verfiigung steht, ist in der letzten Spalte der Tabelle 
der Phosphatgehalt der Retina selbst bestimmt. MHierzu haben 
wir entweder das Gewebe mit Quarzrand zerrieben oder mit 
wenig destilliertem Wasser mehrere Stunden stehen gelassen. 
Durch letztere Behandlung quillt nimlich die Retina auf und libt 
sich nach einiger Zeit vollstindig kolloidal in Lésung bringen. 
In den Ansitzen wurde dann das EiweiB mit Trichloressigsiiure 
gefallt und nach mehrmaliger Extraktion das Phosphat in einem 
aliquoten Teil des Filtrats bestimmt. Auf diese Weise finden 
wir einen Phosphatgehalt der Retina zwischen 0,6 und 1°/, P,O, 
bezogen auf das ‘T'rockengewicht. Im Versuch 5 z. B. setzt 1 mg 
Trockenretina mit einem Gehalt von 0,009 mg P,Q, in einer Stunde 
0,273 mg Glucose um. Nach 2 Stunden finden wir von der 
gleichen Retinamenge 0,496 mg Milchsiiure gebildet. Da ein Mol 
P,O, einem Mol Glucose gleichzusetzen ist, so miBte die in der 





1) J. of biol. Chem. %5, 517 (1927). 
*) J. of biol. Chem. 79, 621 (1928). 
5) Biochem. Z. 178, 419 (1926). 
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Retina vorhandene gesamte Phosphatmenge pro Stunde 25,5 mal 
umgesetzt werden. Auf die gleiche Art berechnet wiirde sich im 
Versuch 12 sogar ein 385facher Umsatz des Phosphats pro Stunde 
ergeben. Wir schlieBen daraus, dab die Glucosespaltung Ger 
Retina ohne nachweisbare Phosphatbeteiligung vor sich geht. Mit 
der Fortsetzung der Untersuchung sind wir beschiaftigt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fiir die Unterstiitzung dieser Untersuchung zu groBem Dank 


verpflichtet. 
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